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1  EINLEITUNG 
 
Tierärzte und Tierbesitzer werden seit mehreren Jahren zunehmend mit dem 
Fibrosarkom als einem der häufigsten und bösartigsten Hauttumoren der Katze kon-
frontiert. Da sowohl die alleinige chirurgische Entfernung des Tumors wie auch die 
adjuvante Anwendung von Radio- und Chemotherapie nur in unbefriedigendem 
Maße Erfolge erzielen, liegt das Bestreben der Forschung in der Etablierung einer 
neuen wirkungsvolleren Therapiemöglichkeit.  
 
Bestrahlung und Chemotherapie sind oft mit Nebenwirkungen und einer geringen 
Akzeptanz von Seiten der Besitzer verbunden. Dies wirft die Frage nach einer 
Therapie auf, die sowohl Wirksamkeit wie auch Verträglichkeit in sich vereint. In der 
Humanmedizin wird die Immunstimulation bei Tumorerkrankungen mittels Gen-
therapie bereits seit längerem klinisch getestet. 
 
Seit dem Jahr 1999 werden an der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universität München in Zusammenarbeit mit dem Institut für Experimen-
telle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universität München 
mehrere Studien im Rahmen der Fibrosarkomtherapie durchgeführt. All diesen bisher 
durchgeführten Studien liegt der therapeutische Einsatz von Zytokinen zu Grunde.  
Während in den vorangegangenen Studien noch humanes Interleukin-2 (huIL-2) und 
humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (huGM-CSF) 
verwendet werden, liegt eine Weiterentwicklung im alleinigen Einsatz katzeneigener 
Gene. 
So werden in der hier vorliegenden Studie ausschließlich felines Interleukin-2     
(feIL-2), feliner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (feGM-
CSF) und felines Interferon-gamma (feIFNγ) zur Immunstimulation eingesetzt. 
 
Um den Einsatz der Gentherapie auch unter Praxisbedingungen zu ermöglichen, 
besteht eine weitere Neuerung in der Verwendung eines nonviralen Vektors. Neben 
der einfachen Handhabung des als Träger verwendeten Kollagenschwamms entfällt 
auch der hohe organisatorische Aufwand, der mit dem Einsatz von Viren als Gen-
fähren verbunden ist. 
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Zusätzlich kann durch die Implantation des Kollagenschwamms ins Tumorbett die 
Therapie patientenschonender gestaltet werden. Eine eventuelle Verschleppung von 
Tumorzellen durch präoperative Injektionen wird somit unterbunden. 
 
Ziel dieser Arbeit ist die Ermittlung einer maximal tolerierten Dosis (MTD). Mit Hilfe 
eines Nebenwirkungskataloges, der sogenannten Common-Toxicity-Criteria-Tabelle 
(CTC-Tabelle), werden sowohl klinische wie auch labordiagnostische Parameter 
objektiv erfasst und in Relation zur Therapie gestellt. 
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2  SCHRIFTTUM 
 
2.1   Das feline Fibrosarkom 
 
2.1.1   Ätiologie und Pathogenese   
 
Das Fibrosarkom (FSA) ist ein bösartiger mesenchymaler Tumor bestehend aus Fi-
broblasten und kollagenen Fasern. Mit 12 - 25 % aller felinen Hauttumore gehört das 
FSA zu den häufigst auftretenden malignen Tumoren des Bindegewebes (119). Bei 
der Katze werden Fibrosarkome aufgrund der vier verschiedenen pathogenetischen 
Ursachen für die Entstehung eines FSA unterteilt (141): 
 
1. Das Vakzine-assoziierte Fibrosarkom. 
2. Das FeSV (felines Sarkomvirus)-induzierte Fibrosarkom. 
3. Das intraokuläre posttraumatische Fibrosarkom. 
4. Das Fibrosarkom anderer Ätiologie. 
 
2.1.1.1  Das Vakzine-assoziierte Fibrosarkom 
 
Ende der 80er Jahre steigt in den USA die Anzahl bei an Katzen durchgeführten 
Impfungen. Dies wird zum einen auf eine Tollwutepidemie unter Waschbären (83) 
zum anderen auf die Einführung neuartiger Totimpfstoffe gegen Tollwut und FeLV 
(felines Leukämievirus) zurückgeführt (135, 185). Nur wenige Jahre darauf kann das 
Pathologische Institut der Universität von Pennsylvania einen Anstieg an Impfreak-
tionen verzeichnen. Diese Veränderungen werden vor allem als fokal nekrotisierende 
Panniculitis beschrieben (129). So wird vor 13 Jahren zum ersten Mal die Vermutung 
eines kausalen Zusammenhangs zwischen Impfung und der Entwicklung eines 
malignen Bindegewebstumors bei der Katze geäußert (130).  
 
Neben der Beteiligung von FeLV- und Tollwutimpfstoffen (57, 131, 134, 153) an der 
Entstehung von Fibrosarkomen, kann auch auf Impfungen gegen Rhinotracheitis und 
Panleukopenie (41, 134, 178, 200) eine Entartung des Bindegewebes festgestellt 
werden. 
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Da gelegentlich aber auch berichtet wird, dass es aufgrund von Antibiotikainjektionen 
oder auf die Applikation von Lufenuron (48, 87, 108) hin zur Entwicklung von Sarko-
men kommen kann, sollten derartig induzierte Fibrosarkome besser als „Injektions-
assoziiert“ denn als „Vakzine-assoziiert“ bezeichnet werden. 
 
Als Ursache wird vermutet, dass es bei Katzen zu einer übersteigerten Entzündungs- 
oder Immunreaktion kommt (136, 137). Durch persistierende Entzündungen, welche 
gerade bei Totvakzinen bewusst durch Adjuvantien hervorgerufen werden, kann es 
zu einer unkontrollierten Proliferation von Fibroblasten und Myofibroblasten kommen, 
die im Zuge dessen entarten können (134, 187, 200). 
Unterstützt wird diese Theorie durch histopathologische Untersuchungen, die Über-
gänge von entzündungsbedingten Granulomen zu Sarkomen bestätigen (133). 
Ebenso kann bei Fibrosarkomen, die an den typischen Impf- bzw. Injektionsstellen 
auftreten, v. a. in der Peripherie des Tumors Granulationsgewebe nachgewiesen 
werden, was ebenfalls für eine entzündliche Komponente spricht (68). 
 
Dass Entzündungen zu verschiedenen Formen von Krebs führen können, ist sowohl 
für die Katze wie auch für andere Tierarten bekannt (142, 211). Während einer 
Entzündungsreaktion werden verschiedene Sauerstoffradikale gebildet, wie z. B. O2, 
OH-, ROO- und H2O2. Diese äußerst reaktiven Radikale können Brüche der DNA 
bewirken und Mutationen auslösen (189, 192, 193). 
Von einwandernden Entzündungszellen werden zusätzlich Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren ausgeschüttet, die zu einer Proliferation der beschädigten Zellen 
führen. So kann durch immunhistochemische Untersuchungen gezeigt werden, dass 
in Impf- bzw. Injektions-assoziierten Fibrosarkomen vermehrt platlet derived growth 
factor (PDGF), epithelial growth factor (EGF) und transforming growth factor β 
(TGFβ) sowie deren Rezeptoren gefunden werden können (136, 137). 
Ob die Entzündungsreaktion jedoch allein oder in Kombination mit bisher noch 
unbekannten Karzinogenen oder Onkogenen an der Tumorentwicklung beteiligt ist, 
bleibt noch unklar (212). Da angenommen wird, dass nur jede tausendste bzw. 
zehntausendste Impfung (57, 131, 153) zu einem Fibrosarkom führt, liegt eine ge-
wisse genetische Prädisposition nahe. 
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In Injektions-assoziierten Sarkomen kann die Expression des Gens c-jun festgestellt 
werden, welches als Proto-Onkogen für ein Transkriptionsprotein kodiert, das mit 
Zellproliferation in Verbindung gebracht wird (137).  
Ein weiteres Gen, das für Tumorgenese verantwortlich gemacht wird, ist das Gen 
p53. Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass in mehr als 50 % aller soliden 
Tumoren Mutationen dieses Gens vorliegen (261, 281). Auch in der Veterinärmedizin 
werden Parallelen zwischen p53-Mutationen und der Entstehung von Fibrosarkomen 
gezogen (197, 198, 219). 
Eine virale Genese bei Injektions-assoziierten Tumoren kann bisher nicht bestätigt 
werden (157, 158). 
 
Ebenso kann keine Prädisposition von Seiten des Geschlechts und seiner Aus-
prägung sowie von einzelnen Rassen nachgewiesen werden (68). 
Welche molekularen Voraussetzungen für die Tumorgenese auch gegeben sein 
müssen, mit jeder Impfung an ein und derselben Stelle steigt das Risiko für eine 
Katze, ein Fibrosarkom zu entwickeln (153). 
Tiere mit Injektions-assoziierten Tumoren sind signifikant jünger (8,1 +/- 2,9 Jahre) 
als Katzen (10,5 +/- 4,1 Jahre), deren Fibrosarkome an den nicht für Injektionen 
üblichen Stellen auftreten (68, 134). 
Zwischen Injektion und Tumorentwicklung liegt dann meist ein Zeitraum von drei 
Monaten bis zu drei Jahren (153, 187). 
 
2.1.1.2  Das FeSV-induzierte Fibrosarkom 
 
Das feline Sarkomvirus (FeSV) gehört zur Familie der Retroviren Genus Retrovirus 
Mammalian Typ C (112). Allen Retroviren gemeinsam ist das Enzym reverse 
Transkriptase (RT), welches den Viren nach Eindringen in die Wirtszelle das Um-
schreiben ihrer RNA in DNA ermöglicht und somit erst eine Integration in das 
Wirtszellgenom mit nachfolgender Virusreplikation erlaubt.  
Das FeSV entsteht durch Rekombination eines FeLV-Virus mit Teilen des Wirtszell-
genoms, wobei ein zelluläres Onkogen in das virale Genom aufgenommen wird. Das 
Ergebnis ist ein replikationsdefektes, d. h. ohne Hilfe des FeLV-Virus nicht ver-
mehrungsfähiges Virus, welches durch die Aufnahme des zellulären Onkogens zur 
Tumorinduktion befähigt wird (111).  
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So können Fibrosarkome, die durch das FeSV induziert werden, nur in persistent 
FeLV infizierten Katzen gefunden werden. Es handelt sich hierbei um schnell 
wachsende multiple Tumoren, die vor allem bei sehr jungen Katzen (< 7 Jahre) 
auftreten. Mit einer Häufigkeit von nur 2 % aller Fibrosarkome zählt diese Tumor-
genese zu den selteneren (111, 141). 
Eine natürlich vorkommende Übertragung des FeSV-Virus von Katze zu Katze 
konnte bisher nicht festgestellt werden (111), jedoch ist eine experimentelle 
Tumorinduktion mit dem FeSV bei Katzen und anderen Tierarten möglich (109).  
 
2.1.1.3  Das intraokuläre posttraumatische Fibrosarkom 
 
Intraokulären Fibrosarkomen geht gewöhnlich eine Traumatisierung des Bulbus 
voraus. Diese kann einige Monate bis zu zehn Jahren zurückliegen. Bei der 
mechanischen Einwirkung kommt es meist zu einer Beschädigung der Linsenkapsel. 
Durch Freisetzung des stark immunogenen Linsenmaterials wird eine lang an-
dauernde Entzündungsreaktion in Gang gesetzt, die für die tumoröse Entartung der 
Zellen verantwortlich gemacht wird (74).  
Makroskopisch erscheint das Auge meist prall gefüllt, trocken und getrübt. Histolo-
gisch kann häufig eine Osteoidablagerung in den Bulbi nachgewiesen werden, was 
bei schweren Traumata der Augen häufig auftritt (247) . 
Der Tumor entwickelt sich diffus im gesamten Bulbus und infiltriert im weiteren 
Verlauf den Nervus opticus. Sobald auch das Chiasma opiticum davon betroffen ist 
resultiert eine beidseitige Erblindung der Katze. Neurologische Ausfallserschei-
nungen als Folge einer Tumorinfiltration ins Gehirn können beobachtet werden. Aus 
diesem Grund ist eine aggressive chirurgische Entfernung des Bulbus sowie des 
dazugehörigen Nervs indiziert (73, 74). 
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2.1.2   Das makroskopische und histologische Erscheinungsbild 
 
Die Großzahl der Fibrosarkome tritt vor allem an den typischen Injektionsstellen wie 
dem interscapulären Bereich, der dorsolateralen Brustwand, der dorsalen Lumbar-
gegend sowie im Bereich der Mm. semimembranosus und semitendinosus auf. 
Deutlich seltener sind Fibrosarkome an den Stellen wie Kopf, Abdomen, Schwanz 
oder den Gliedmaßen zu finden (68, 134). 
 
 
Abb. 1:   Fibrosarkom caudal der Skapula 
 
Aus dem Patientengut der Medizinischen Kleintier- 
Klinik der LMU München 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Injektions-assoziierte Sarkome liegen besonders in der Subkutis während Fibro-
sarkome anderer Ätiologie signifikant häufiger in der Dermis lokalisiert sind (68). 
Makroskopisch wirken die Tumoren gut abgegrenzt. Histologisch zeichnen sie sich 
jedoch durch ein stark infiltratives Wachstum in der Unterhaut und entlang der 
Faszien aus (141).  
Gerade bei sehr großen Fibrosarkomen kommt es im Verlauf zu Ulzerationen der 
Haut mit nachfolgender Entleerung nekrotischen Materials aus der Tiefe des Tumors. 
Die mit einer klaren Flüssigkeit gefüllten Kavitäten entstehen meist sekundär, wenn 
das rasche Wachstum mit einer inadequaten Blutversorgung im Inneren des Tumors 
einhergeht. Dies führt zu zentralen Nekrosen (56). Derartige Bereiche können in 
einzelnen Fällen bereits in vivo palpiert werden. 
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Abb. 2:   Tumor mit flüssigkeitsgefülltem 
Hohlraum 
Abb. 3:   Aus Tumor entnommene 
Flüssigkeit 
  
Aus dem Patientengut der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München 
 
Die meisten Sarkome werden histologisch als Fibrosarkome charakterisiert. Andere 
Varianten bestehen in Form von Rhabdomyosarkomen, Myxosarkomen, Chondro-
sarkomen, undifferenzierten Sarkomen sowie malignen, fibrösen Histiozytomen (68, 
132, 186, 187).  
Das histologische Bild wird dominiert von Spindelzellen, mehrkernigen Riesenzellen 
und einer variablen Anzahl von pleomorphen polygonalen bis histiozytenartigen 
Zellen (132).  
 
Abb. 4:   Spindelzellen 
Tumorabkratzpräparat, modifizierte 
Wright-Färbung  
Abb. 5:   Sarkomzelle in Mitose 
Tumorabkratzpräparat, modifizierte Wright-
Färbung 
  
Aus dem Zytologie-Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München 
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Gerade Injektions-assoziierte Fibrosarkome gehen meist mit einer Entzündung 
einher, die durch follikuläre Lymphozytenaggregate und Plasmazellen charakterisiert 
ist (68). Couto et al. können mittels immunhistochemischer Untersuchungen nach-
weisen, dass die Lymphozytenaggregate vor allem von T-Lymphozyten gebildet 
werden (56). Eine follikuläre Aggregatbildung war bisher nur von B-Lymphozyten 
bekannt (61, 272). 
Vereinzelt lassen sich auch große runde Makrophagen mit blau-grauem Zytoplasma 
finden, das sich als phagozytiertes Adjuvantsmaterial diagnostizieren lässt (131, 132, 
250). 
Myofibroblasten oder myofibroblastenartige Zellen gehören ebenfalls zu einem 
häufigen Erscheinungsbild der felinen Fibrosarkome. Diese Zellen sind mesenchy-
male Spindelzellen mit fibroblastenartigem Aussehen, die Kollagen produzieren 
können. Sie unterscheiden sich jedoch von Fibroblasten durch die Fähigkeit zur Kon-
traktion, durch das Vorhandensein von α-smooth-muscle-actin (α-SMA) sowie cyto-
skelettalen Filamenten, die unterhalb des Plasmalemms als Plaque angeordnet sind 
(75, 132, 188). 
In einigen Fällen formen diese Myofibroblasten eine Art Pseudokapsel. Diese Kapsel 
verhindert nach Couto et al. ein Eindringen der T-Lymphozyten ins Innere des 
Tumors und ist somit vermutlich für die follikuläre Anordnung dieser Entzündungs-
zellen verantwortlich (56). 
 
2.1.3  Präoperative Untersuchungen 
 
Jede Umfangsvermehrung im Bereich einer Injektionsstelle ist als verdächtig anzu-
sehen, wenn sie länger als drei Monate post injectionem bestehen bleibt, ihre Größe 
über einen längeren Zeitraum mehr als 2 cm im Durchmesser beträgt oder sie noch 
einen Monat nach der Injektion an Größe zunimmt (212, 274). 
Die Vaccine-Associated Feline Sarcoma Task Force (VAFSTF) empfiehlt eine 
Biopsie, um zwischen Granulom bzw. reaktiver Masse und Sarkom unterscheiden zu 
können. Um eine Verschleppung von Tumorzellen zu vermeiden, ist hierbei der 
Biopsiekanal so zu wählen, dass er innerhalb des Bestrahlungsfeldes liegt bzw. bei 
der Operation vollständig mit entfernt werden kann (252). 
Das Biopsieergebnis hilft dem Operateur zu entscheiden, ob eine radikale chirur-
gische Entfernung der Umfangsvermehrung indiziert ist.  
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Blut- und Serumwerte, sowie der FeLV- und FIV-Status der Katze sind zu bestim-
men. Neben einer gründlichen Palpation der peripheren Lymphknoten ist vor allem 
durch Röntgen in zwei Ebenen eine Metastasierung des Tumors in die Lunge 
auszuschließen, welche in 10 - 24 % aller Fälle auftreten kann (60, 138). Als weitere 
Lokalisationen für Metastasen werden das Mediastinum, das Perikard, die Leber, die 
Nieren sowie das Becken genannt (85, 86, 240).  
Um die genauen Ausmaße des Tumors bestimmen zu können, hat sich die Compu-
tertomographie als hilfreiche Untersuchungsmethode erwiesen. In einer Studie mit 35 
Katzen kann gezeigt werden, dass die Tumormasse in den meisten Fällen zweimal 
größer ist, als bei der klinischen Untersuchung angenommen (199). 
 
2.1.4  Standardtherapie und adjuvante Therapieverfahren 
 
Als Standardtherapieverfahren und Voraussetzung für jede weitere adjuvante 
Therapie gilt die chirurgische Tumorexstirpation. Aufgrund der meist ungünstigen 
anatomischen Lage des Tumors und seines infiltrativen Wachstums sind Operatio-
nen häufig unvollständig, was zu Rezidivraten von 30 - 70 % führt (48, 200). Aber 
auch wenn histopathologisch keine Tumorzellen am Exzisionsrand festzustellen sind, 
haben McEntee et al. eine Rezidivrate von 50 % ermittelt (200). Signifikant längere 
rezidivfreie Intervalle können für Katzen mit Tumoren an den Gliedmaßen nachge-
wiesen werden, denen das betroffene Bein amputiert wird (138). 
 
Allgemein wird zu einer radikalen chirurgischen Tumorentfernung geraten. Dies be-
deutet, dass der Tumor zu den Seiten hin mit einem Abstand von mindestens 3 cm 
vom palpablen Tumor reseziert wird und in der Tiefe mindestens eine Faszien- oder 
Muskelschicht zwischen Resesktionsrand und Neoplasie liegt (118, 252). In einer 
histologischen Studie kann gezeigt werden, dass in 94 % aller exstirpierten Tumoren 
in einem Abstand von 3 cm keine Tumorzellen mehr nachgewiesen werden können 
(118). Wenn der Tumor bereits eng an knöchernen Strukturen anliegt, sind diese 
chirurgisch mit zu entfernen. 
 
Es kann gezeigt werden, dass signifikant längere rezidivfreie Zeiten (325 Tage) mit 
einer radikalen ersten Operation erreicht werden können, als dies bei einer margi-
nalen Operationstechnik (79 Tage) der Fall ist (64, 138). 
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Hershey et al. stellen in einer Studie mit 61 Katzen fest, dass sich mit jeder 
Operation die Abstände zu einem erneuten Tumorwachstum verringern. Durch 
wiederholte Resektionen wird eine aggressivere Tumorzellpopulation selektiert, was 
zu einer stärkeren Rezidivneigung und höheren Metastasierungsrate führt (138). Nur 
11 % der Katzen, die allein chirurgisch behandelt werden, bleiben über ein Jahr 
rezidivfrei (138). 
 
2.1.4.1  Radiotherapie  
 
In der Humanmedizin ist es bereits seit langer Zeit üblich, Bestrahlung und Operation 
in der Behandlung von Weichteilsarkomen miteinander zu kombinieren (267). Auch 
bei Hunden werden gute Ergebnisse mit dieser adjuvanten Therapieform erzielt 
(201).  
Eine retrospektive Studie mit 33 Katzen kann eine mittlere rezidivfreie Zeit von 398 
Tagen und eine mittlere Überlebensrate von 600 Tagen nachweisen. Die Tiere 
werden dabei zwei bis vier Wochen präoperativ mit Cobalt 60 in einer Dosis von     
48 Gy, verteilt auf 16 Fraktionen mit 3 Gy, bestrahlt (60). Es kann nachgewiesen 
werden, dass Tiere mit tumorzellfreien Resektionsrändern signifikant länger rezidiv-
frei bleiben, als Tiere mit unvollständiger Tumorentfernung (700 Tage vs. 112 Tage). 
Ähnliche Ergebnisse werden auch von Kobayashi et al. erzielt (164). In einer 
retrospektiven Studie mit 76 Tieren, die postoperativ bestrahlt werden, kann jedoch 
kein Zusammenhang zwischen rezidivfreier Zeit und tumorfreien Schnitträndern her-
gestellt werden. Es zeigt sich jedoch, dass durch eine frühzeitige postoperative 
Bestrahlungstherapie auch die rezidivfreie Zeit verlängert werden kann (48).   
Die Vor- und Nachteile von prä- oder postoperativer Bestrahlung sind im Vorfeld 
abzuwägen und auf den jeweiligen Patienten zu beziehen (202). Vorläufige Ergeb-
nisse einer Studie mit 18 Katzen, die postoperativ mit einer Iridium-192 Brachy-
therapie behandelt werden, geben Hinweise auf eine Verlängerung der tumorfreien 
Zeit (237).  
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2.1.4.2  Chemotherapie 
 
In klinischen Studien werden bereits mehrere Chemotherapeutika mit verschiedenen 
Therapieprotokollen getestet. Darunter fallen Carboplatin, Doxorubicin, Mitoxantrone, 
Cyclophosphamid und Vincristin (19, 55, 60, 64, 141, 229). Auch in vitro kann ein 
Abtöten von Fibrosarkomzellen verschiedener Zelllinien mittels unterschiedlicher 
Substanzen nachgewiesen werden (18, 287). Die Chemotherapie sollte nur als adju-
vante oder neoadjuvante Therapie angesehen werden. Eine vollständige Heilung ist 
durch sie allein nicht nachgewiesen.  
 
An inoperablen Tumoren kann ein Rückgang der Tumormasse von 50 % bei der 
Hälfte der Patienten erreicht werden. Diese Wirkung ist allerdings nicht von Dauer 
und beträgt im Mittel nur 125 Tage (19). 
Hinsichtlich Überlebensrate und rezidivfreier Zeit können keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Tieren ermittelt werden, die zusätzlich zu Bestrahlung und 
Operation auch eine Chemotherapie mit Doxorubicin erhalten. Die mittlere Über-
lebenszeit beider Gruppen beträgt 701 Tage (37). Ähnliche Ergebnisse weist eine 
weitere Studie auf, die zusätzlich Doxorubicin und Cyclophosphamid einsetzt (48). 
Ob eine Chemotherapie jedoch gegen Metastasen des Fibrosarkoms wirksam ist, 
bleibt klinisch noch zu beweisen. 
 
2.1.4.3  Immuntherapie 
 
Die adjuvante Immunstimulation im Rahmen der Fibrosarkomtherapie ist bisher nur 
wenig klinisch erforscht. Quintin-Colonna et al. veröffentlichen 1996 zum ersten Mal 
eine Studie, in der 16 Hunde mit Melanomen und zwei Katzen mit Fibrosarkomen 
zusätzlich zur Operation und Iridium-192 Brachytherapie von 60 Gy mit huIL-2 be-
handelt werden. Hierzu werden den Tieren genetisch modifizierte Verozellen ins 
Tumorbett injiziert, die über mehrere Wochen humanes Interleukin-2 exprimieren 
sollen. Die Überlebenszeit lässt sich von durchschnittlich acht Monaten in der 
Kontrollgruppe auf 16 Monate in der Therapiegruppe steigern (232). 
In einer Folgestudie kann die Arbeitsgruppe um Jourdier et al. die Wirkung von    
huIL-2 und feIL-2 an 36 Katzen testen. In dieser Studie werden Canaripoxviren mit 
dem Gen für feIL-2 und attenuierte Vacciniaviren, die für huIL-2 codieren, verwendet. 
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Ähnlich der Vorläuferstudie wird den Tieren in sieben Injektionen nach Operation und 
Radiotherapie die Immuntherapie verabreicht. Es kann kein Unterschied zwischen 
der Wirkung des humanen und des felinen Gens nachgewiesen werden. Jedoch 
entwickeln 61 % der Tiere in der Kontrollgruppe innerhalb eines Jahres ein Rezidiv, 
während in den Therapiegruppen nur eine Rezidivrate von 39 % bzw. 28 % zu ver-
zeichnen ist (149). 
Als ein weiteres Immunstimulans bei der Fibrosarkomtherapie wird Acemannan ver-
wendet. Hierbei handelt es sich um einen aus der Aloevera Pflanze gewonnenen 
Immunmodulator. Dieser aktiviert Makrophagen zur Ausschüttung von Zytokinen 
(z.B. IL-1, IFNγ usw.) und steigert die Aktivität Natürlicher Killerzellen sowie die durch 
Markophagen vemittelte Phagozytose. In einer Studie werden fünf Katzen und 
sieben Hunde mit bereits rezidivierten Fibrosarkomen nach chirurgischer Tumorex-
stirpation und Cobalt-60 Bestrahlung mit Acemannan behandelt. Den Tieren wird der 
Wirkstoff sowohl intratumoral wie auch postoperativ intraperitoneal verabreicht. Bei 
33 % der Patienten zeigt sich ein Rückgang der Tumormasse und histologisch kann 
vor allem eine Zunahme an nekrotischem Material bis hin zum vollständigen Fehlen 
von lebenden Tumorzellen nachgewiesen werden. Die mittlere Überlebenszeit aller 
Tiere beträgt 240 Tage ab dem Beginn der Therapie (159). 
 
2.2  Tumorimmunität 
 
Die Beteiligung des Immunsystems an der Tumorbekämpfung läßt sich durch 
mehrere klinische Gegebenheiten beweisen. So haben Tumoren mit einer starken 
lymphoretikulären Infiltration bessere Prognosen. Bei anderen Tumoren wie z. B. 
Melanomen oder Neuroblastomen kann es wiederum zu spontanen Regressionen 
kommen. Patienten mit Immunsuppression leiden deutlich häufiger an Neoplasien 
und im Mausmodell kann sogar eine Tumorabstoßung in vorher spezifisch 
immunisierten Tieren (Injektion abgetöteter Tumorzellen eines vorher resezierten 
Tumors) erreicht werden (1).  
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2.2.1  Tumorantigene 
 
Die Karzinogenese ist ein sogenannter Multistep-Prozess, in dessen Verlauf die 
Mutation mehrerer Gene stattfindet  
Auch wenn Tumoren von autologem Gewebe abstammen, kann es durch die 
maligne Transformation zur Expression von Molekülen auf der Tumorzelloberfläche 
kommen, die vom Immunsystem als fremd erkannt werden können.  
So führen Mutationen in Tumorsuppressor-Genen, Regulator-Genen und Proto-
Onkogenen zu Dysregulationen der Zellproliferation und einer veränderten Expres-
sion zellulärer Proteine (90). Diese Proteine können in veränderten, normalen aber 
überproduzierten oder neu entstandenen Formen vorliegen (235). Neben Zell-
membranantigenen können auch zytoplasmatische oder nukleäre Proteine als Anti-
gene fungieren (128). Das ideale Tumorantigen ist stark immunogen und wird nur 
vom Tumor selbst gebildet. 
 
• Onkofetale Antigene 
 
Diese Antigene (Ag) werden während der frühen embryonalen Entwicklung expri-
miert, bevor es zum Einsetzen der Immunkompetenz kommt. Sie werden auch als 
Tumorspezifische-Ag bezeichnet, da sie von gesunden adulten Zellen fast gar nicht 
oder nur in ganz geringem Maße synthetisiert werden. Physiologisch können die 
onkofetalen Antigene auch von immunpriveliegierten Zellen, wie den Keimzellen in 
den Hoden, gebildet werden (12, 235). 
 
• Gewebezpezifische-Differenzierungs-Antigene  
 
Die meisten dieser Ag (s. Tab. 1) sind bei Melanomen beschrieben. Wenn Zellen des 
Neuroektoderm zu Melanozyten differenzieren, beginnen sie mehrere neue Proteine 
zu synthetisieren, deren Produktion in den reifen Zellen unterdrückt wird. In entar-
teten Melanozyten wird diese Synthesehemmung aufgehoben und es kommt zu 
einer gesteigerten bzw. abnormen Expression dieser Gene (12, 38, 235). 
Gewebespezifische-Antigene können auch diagnostisch (Screening und Verlaufs-
kontrolle) genutzt werden (z. B. Prostata-spezifisches Antigen). Für das FSA der 
Katze ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch kein spezifisches Antigen bekannt. 
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• Produkte mutierter Gene 
 
Mutierte Gene wie das p53-Tumorsuppressor-Gen oder das ras-Proto-Onkogen 
spielen eine große Rolle in der Tumorgenese. Das Immunsystem wird somit zum 
ersten Mal mit den Proteinen dieser veränderten Gene zum Zeitpunkt der Mutation 
bzw. der Tumorgenese konfrontiert. Diese Antigene können sowohl eine zelluläre wie 
auch humorale Immunantwort induzieren (12, 38, 235). 
 
• Viren-assoziierte Tumorantigene 
 
Es ist sowohl für Menschen wie auch für Tiere bekannt, dass Viren die Fähigkeit 
besitzen, Neoplasien zu induzieren. 
Viral induzierte Tumoren exprimieren Oberflächenantigene, die sich von denen des 
Virions unterscheiden. Diese Antigene sind für das Tumor-induzierenden Virus cha-
rakteristisch. Dabei ist es nicht von Bedeutung, welchen Gewebeursprung der Tumor 
hat, noch in welchem Organismus er induziert wird. Die viralen Proteine können 
sowohl eine Zell- wie auch Antikörper-vermittelte Immunreaktion hervorrufen (12, 
235).  
 
• Idiotypische Epitope 
 
B-Zellen exprimieren Oberflächenimmunoglobuline. Bei B-Zelllymphomen kommt es 
durch die klonale Proliferation zu malignen Zellen, die alle die gleiche variable Kom-
ponente des Immunglobulins tragen. Diese variablen Regionen beinhalten verschie-
dene Epitope, die nun ihrerseits als Antigen bzw. Idiotyp erkannt werden (12). 
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Tabelle 1: Bekannte Tumorantigene und assoziierte Tumoren 
Kategorie Antigen Tumor 
Onkofetale Antigene 
 
 
 
Gewebezpezifische-
Differenzierungs-Antigene 
 
Produkte mutierter Gene 
 
Viren-assoziierte 
Tumorantigene 
 
Idiotypische Epitope 
karzinoembryonales 
Antigen  
α-fetoprotein  
MAGE-Familie 
MART-1/Melan A 
gp 100 
Tyrosinase 
p53 
Ras 
humanes Papilloma Virus 
Epstein-Barr Virus 
Hepatitis B Virus 
Ig-Idiotypen 
 
TCR-Idiotypen 
Gastrointestinale Tumoren 
 
Leberzellkarzinom 
Melanom 
Melanom 
Melanom 
Melanom 
 
 
Gebärmutterhalskrebs 
Burkitt´s Lymphom 
Leberzellkarzinom 
B-Zelllymphom, multiples 
Myelom 
T-Zelllymphom 
Ig, Immunglobulin; TCR, T-Zell Rezeptor 
 
2.2.2  Effektorzellen des Immunsystems 
 
Es gibt nur wenige Beispiele, in denen B-Zellen, Antikörper, neutrophile Granu-
lozyten und lösliche Mediatoren wie Tumornekrosefaktor (TNF) in der Tumorzeller-
kennung und Bekämpfung direkt eine Rolle spielen. Die eigentlichen Effektorzellen 
der Tumorimmunität stellen die CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten sowie die 
Natürlichen Killerzellen (NK) dar. Die CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten benötigen 
jedoch eine Aktivierung durch Antigen-präsentierende Zellen (APC), um eine Immun-
antwort induzieren zu können (82). Zu dieser Gruppe gehören B-Zellen, Makropha-
gen, Monozyten und Dendritische Zellen (DC). Diese können Antigene auf ihrer 
Zelloberfläche präsentieren und somit zelluläre und humorale Immunreaktionen in 
Gang setzen.  
Unter ihnen haben sich vor allem die Dendritischen Zellen in der Tumorantigen-
präsentation als besonders effektiv erwiesen. Sie besitzen größere Mengen an major 
histocompatibility complex- (MHC), Kostimulations- und Adhäsionsmolekülen als 
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Makrophagen und B-Zellen und sind die einzigen Zellen, die eine Aktivierung naiver 
T-Zellen erreichen. (16, 66, 264). 
 
2.2.2.1  Dendritische Zellen (DC) 
 
Dendritische Zellen differenzieren sich aus myeloischen Progenitorzellen. Sie sind 
spezialisiert in der Aufnahme, Aufbereitung und Präsentation von Fremd- und Eigen-
antigenmaterial. Sie spielen somit eine große Rolle in der Induktion einer erworbenen 
zellvermittelten wie auch humoralen Immunantwort (16, 264). 
Unreife DC, wie zum Beispiel die Langerhanszellen der Haut sind besonders effektiv 
in der Aufnahme von Antigen (5). Unter dem Einfluss verschiedener mikrobieller und 
inflammatorischer Produkte (z. B. Lipopolysaccharide (LPS), IL-1, TNFα, heat shock 
proteins (HSP), CD40) kommt es zur Reifung der DC (44, 148, 154, 172). 
Diese „danger signals“ sind für die Aktivierung der DC und somit auch für die nach-
folgende, gegen Tumor-assoziierte Antigene (TAA) gerichtete Immunantwort von be-
sonderer Bedeutung (196). 
Die DC wandern dann durch Lymphgefäße in T-zellreiche Regionen der Lymph-
organe (Lymphknoten, Milz) ein. Durch eine Reihe von phänotypischen Veränder-
ungen und eine gesteigerte Expression immunstimulatorischer Moleküle wie MHC, 
B7, B7-2 und IL-12 werden sie zu Antigen-präsentierenden Zellen und erlangen die 
Fähigkeit mit T- und B-Zellen zu interferieren (16, 127).  
DC können aber auch selbst Tumorzellen durch die Expression von death receptor 
ligands zerstören (89). Des Weiteren wird in einer Studie gezeigt, dass DC, die durch 
proinflammatorische Zytokine oder LPS aktiviert werden, eine Wachstumshemmung 
mehrerer Tumorzelllinien bewirken (45). 
 
2.2.2.2  CD4+ T-Zellen (T-Helfer-Zellen) 
 
Ihre primäre Aufgabe besteht in der Aktivierung von CD8+ T-Zellen. Die CD4+         
T-Zelle bindet mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) ausschließlich an MHC II-Komplexe. 
Diese werden nur auf der Oberfläche von spezialisierten APC exprimiert. Hierzu wird 
exogenes Material durch die APC endozytotisch aufgenommen und mittels proteo-
lytischer Enzyme in lange Peptidfragmente geschnitten. Diese werden im Endoplas-
matischen Retikulum an MHC II-Moleküle gebunden, im Golgiapparat in exozyto-
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tische Vesikel verpackt und auf der Zellmembran als MHC II/Peptid-Komplex 
präsentiert (43). 
 
Wenn der TCR den spezifischen MHC II/Protein-Komplex gefunden hat, bildet er mit 
ihm die sogenannte immunologische Synapse (235). Diese besteht aus mehreren 
MHC-Komplexen, Adhäsions-Molekülen (z. B. ICAM-1) und kostimulatorischen Mole-
külen. Nur wenn eine ausreichend lange und enge Bindung zwischen diesen 
Molekülen und ihren Rezeptoren zustande kommt, erfolgt die Aktivierung der CD4+ 
T-Zelle, die durch die Ausschüttung von stimulatorischen Zytokinen (IL-2, IFNγ,  
TNFα) eine Aktivitätssteigerung der CD8+ T-Zellen bewirkt (12). Gleichzeitig kommt 
es durch die Bindung des CD40-Liganden (auf der CD4+ T-Zelle) und dem CD40-
Rezeptor (auf der APC) zu einer Aktivierung der entsprechenden APC (25, 249). 
Diese wiederum reagiert mit einer gesteigerten Expression weiterer                     
MHC I-Komplexe, Kostimulationsmolekülen und Zytokinen, was zu einer forcierten 
Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen (CTL) führt.   
 
Um eine Überstimulation des Immunsystems zu vermeiden, werden sowohl von den 
aktivierten CD4+ T-Zellen wie auch den APC eine Reihe von inhibitorischen Zyto-
kinen (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-β) produziert, die eine zelluläre Immuntoleranz bewirken 
(213). Zusätzlich wird auf der aktivierten T-Helfer-Zelle der zytotoxische T-Lympho-
zyten-Antigen-Rezeptor 4 (CTLA-4) exprimiert, der mit einer vier mal größeren Affini-
tät an das Kostimulationsmolekül B7 bindet und somit eine weitere Synapsenbildung 
verhindert (30). Ein weiterer Kontrollmechanismus liegt in der Expression des Fas-
Liganden auf aktivierten CD4+ T-Zellen. Durch Bindung an den entsprechenden Fas-
Rezeptor (häufig auf aktivierten Lymphozyten exprimiert) wird die Apoptose der je-
weiligen Zielzelle ausgelöst (184). 
 
2.2.2.3  CD8+ T-Zellen (zytotoxische T-Zellen) 
 
Die CD8+ T-Zellen stellen die eigentlichen Effektorzellen des Immunsystems im 
Kampf gegen Tumorzellen dar. Sie binden nur an MHC I-Komplexe, die auf allen 
kernhaltigen Zellen exprimiert werden. Im Gegensatz zu MHC II-Komplexen binden 
diese kürzere Peptidfragmente (bis zu neun Aminosäuren), die aus intrazellulären 
Proteinen stammen (101).  
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Damit CD8+ T-Zellen aktiviert werden können, bedarf es zweier Signale. Das erste 
besteht in der Erkennung zwischen spezifischem TCR und MHC I/Peptid-Komplex 
(65). Die Stärke dieses Signals ist direkt proportional zur Anzahl der dabei betei-
ligten TCR und MHC I-Molekülen (82). Das zweite Signal wird durch die Bindung von 
Kostimulations- und Adhäsionsmolekülen sowie durch den Einfluss stimulatorischer 
Zytokine erreicht (235, 277).  
 
Wenn naive CD8+ T-Zellen ohne das zweite Signal aktiviert werden, resultiert eine 
Immuntoleranz dieser zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL). Anders verhält es sich 
bei bereits aktivierten CD8+ T-Zellen, deren zytotoxische Aktivität keines zweiten 
Signals bedarf. Einmal aktiviert, entlassen die CD8+ T-Zellen das zytolytische Protein 
Perforin, das zur Porenbildung in der Zellmembran der Zielzelle führt. Durch Ein-
dringen von Granenzym B wird nun die Kaspase-Kaskade ausgelöst, die zur 
Apoptose der Zielzelle führt (235).  
 
Auch für die CD8+ T-Zellen gibt es Mechanismen, um die Immunantwort regulieren 
zu können. So führt zum Beispiel das Ausbleiben stimulatorischer Zytokine zum Tod 
der zytotoxischen T-Zelle (177). Des Weiteren wird nach wiederholter Erkennung von 
großen Antigenmengen von der entsprechenden CD8+ T-Zelle sowohl Fas-Rezeptor 
wie auch Fas-Ligand auf der Zelloberfläche exprimiert. Dadurch kommt es zum 
Abtöten ähnlich aktivierter T-Zellen oder zur Apoptose dieser CD8+ T-Zelle (184).  
 
2.2.2.4  Natürliche Killerzellen (NK) 
 
Natürliche Killerzellen sind große, granuläre Lymphozyten, die Thymus-unabhängig 
reifen. Sie gehören zum sogenannten angeborenen Immunsystem. Ihre zytotoxische 
Aktivität (die ähnlich der von CTL funktioniert) ist nicht vom Erkennen autologer   
MHC I-Moleküle abhängig; sie wird durch diese sogar unterdrückt. So lysieren NK 
nur Zellen, die keine bzw. wenige oder nur fremde MHC I-Moleküle auf ihrer Ober-
fläche exprimieren (101, 210) . Dieser Mechanismus dient gesunden Wirtszellen als 
Schutz gegen den Angriff von NK. 
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NK können durch Dendritische Zellen zur Ausschüttung von Zytokinen (IFNγ, TNFα, 
GM-CSF, M-CSF, IL-2, IL-3, IL-5, IL-8) angeregt werden und somit auch Einfluss auf 
das erworbene Immunsystem (T-Zellen, Makrophagen) nehmen (95, 165). 
Unter normalen Bedingungen sind NK nur fähig eine begrenzte Anzahl an Tumor-
zellen zu erkennen und zu lysieren. Unter dem Einfluss hoher Dosen an IL-2 ver-
wandeln sich NK in vivo jedoch in sogenannte Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK-
Zellen). Diese können dann eine große Menge an Tumorzellen zerstören (1, 296). 
 
2.2.2.5  Natürliche Killer T-Zellen (NKT) 
 
Diese erst kürzlich entdeckten Zellen exprimieren sowohl einen TCR als auch einen 
NK Rezeptor. Sie sind fähig sowohl die Anti-Tumor-Aktivität von CTL wie auch die 
der NK zu regulieren (114, 259). Antigene präsentieren sie mittels eines MHC-
ähnlichen Komplexes, dem CD 1-Molekül. Dieses bindet vor allem Epitope mit Lipid- 
oder Glykolipidursprung, wie sie in der Zellwand pathogener Mykobakterien vorkom-
men. Durch DC aktiviert, sezernieren auch die NKT Zellen Typ 1 (stimulatorische) 
sowie Typ 2 (inhibitorische) Zytokine, wodurch sie angeborene und erworbene 
Immunität miteinander verbinden. Ihre exakte Rolle in der Antigen-spezifischen 
Immunreaktion ist noch unklar, aber es wird vermutet, dass sie sowohl auslösend wie 
auch regulatorisch auf die Immunantwort Einfluss nehmen (230). 
 
2.2.2.6  Makrophagen 
 
Eine der vielen Rollen von Makrophagen stellt die Abwehr gegen Tumorzellen dar. 
Zum einen können sie durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und TNF 
gezielt Tumorzellen abtöten. Zum anderen wirken sie über die Sekretion von Zyto-
kinen und durch ihre Funktion als APC regulierend auf das Immunsystem ein und 
vermitteln so auch indirekt einen antitumoralen Effekt (163).  
Damit Makrophagen Tumorzellen bekämpfen können, müssen sie aktiviert werden. 
Neben bakteriellen Zellwandprodukten wie LPS werden Makrophagen vor allem 
durch Zytokine wie INFγ, GM-CSF oder M-CSF zur Tumortoxizität stimuliert (116, 
204).  
Makrophagen, die durch das Tumor-sezernierte Zytokine MCP-1 (Monozyten chemo-
taktische Protein-1) zum Tumor gelockt werden und diesen infiltrieren werden als 
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sogenannte Tumor-assoziierte Makrophagen bezeichnet (301). Je nach Tumor-
stadium vermögen diese Makrophagen die Tumorangiogenese zu hemmen oder 
auch zu fördern (268).   
 
2.2.3  Tumor escape 
 
Die meisten Tumorzellen sind zwar antigen, aber nur die wenigsten lösen auch eine 
effektive T-Zell-vermittelte Immunantwort aus. Durch diese fehlende Immunogenität 
gelingt es den Tumorzellen von T-Zellen weder erkannt noch zerstört zu werden. Der 
Tumor hat sich hierfür verschiedene Mechanismen zu eigen gemacht, die unter dem 
Begriff „tumor escape“ zusammen gefasst werden. 
 
• Verlust bzw. Reduktion der MHC I-Expression auf der Tumorzelloberfläche 
 
Das MHC I-Molekül besteht aus einer membrangebundenen α-Kette, die wiederum 
mit einer löslichen β-Kette, dem β-2-Mikroglobulin verbunden ist. Wenn es durch 
Mutationen zum Verlust der β-Kette kommt, kann kein MHC I-Komplex und somit 
auch kein Tumorantigen den CTL präsentiert werden (26, 78). Dieses Phänomen 
wird häufig in metastasierten Tumorzellen beobachtet, da es durch das Immun-
system zu einer Selektion MHC I negativer Klone kommt (151). 
 
• Fehlende MHC II-Expression 
 
Da die meisten Tumorzellen keine MHC II-Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimieren 
unterbleibt eine Aktivierung der CD4+ T-Zellen und somit auch die der CTL. Wenn 
zusätzlich auch keine APC durch „danger signals“ angelockt und zur Antigen-
aufnahme aktiviert werden, unterbleibt auch der zweite Weg, um eine zellvermittelte 
Immunität zu induzieren (1). 
 
• Fehlende Expression von Kostimulations- und Adhäsionsmolekülen  
 
Tumorzellen exprimieren auf ihrer Oberfläche häufig keine Kostimulationsmoleküle   
(B7-1 oder B7-2). Somit unterbleibt das wichtige zweite Signal für die T-Lympho-
zytenaktivierung. Dies kann zur peripheren Toleranz („klonale Anergie“) der T-Zellen 
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führen (54). Ein Defekt in der Expression von B7-Molekülen tritt vor allem bei soliden 
Tumoren auf (120). 
 
• Produktion immunsuppressiver Faktoren 
 
Viele Tumore produzieren lösliche Faktoren (Zytokine), die zu einer Hemmung der 
Immunantwort führen. Hierzu zählt TGFβ, der als potentester Faktor die CTL-
Differenzierung (100) sowie die Produktion immunstimulatorischer Zytokine hemmt 
(84). Eine lokale Sekretion von IL-10 lässt die Tumorzellen resistent gegen die CTL-
vermittelte Lyse werden (23), während der vascular endothelial growth factor (VEGF) 
die Differenzierung von CD34 Progenitorzellen zu DC verhindert (107). 
 
• Antigenmodulation 
 
Unter Antigenmodulation wird der Verlust der Expression von Tumorantigenen auf 
der Zelloberfläche verstanden, der durch die Bindung spezifischer Antikörper (AK) 
zustande kommt. Wenn AK gebunden werden, die kein Komplement fixieren, schützt 
dies die Tumorzellen gegen immunologische Effektormechanismen. Die Antigen-
modulation ist wahrscheinlich hauptursächlich am Scheitern der passiven Immun-
therapie mit spezifischen Anti-Tumor-Antikörpern beteiligt (1). 
 
• Fas-Ligand ( FasL) induzierte Apoptose 
 
Einige Tumoren exprimieren auf ihrer Zelloberfläche den sogenannten Fas-Liganden. 
Wenn dieser mit dem entsprechenden Fas-Rezeptor auf T-Lymphozyten reagiert, 
wird die Apoptose dieser Effektorzellen induziert (122, 222). Tumorzellen hingegen 
können zum Teil gegen eine Fas-abhängige Apoptose resistent sein (228). 
 
• Defektes antigen-processing 
 
Damit Antigene über den MHC I-Weg präsentiert werden können, müssen zyto-
solische Proteine in sogenannten Proteosomen zerschnitten und die entstandenen 
Peptide ins Endoplasmatische Retikulum transportiert werden. Hierfür sind TAP- 
(transport associated with antigen processing) Moleküle verantwortlich (208). Diese 
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bestehen aus einer TAP-1 und TAP-2 Untereinheit. Wenn es in den Tumorzellen zu 
Mutationen der entsprechenden Gene kommt, wird die TAP-Funktion blockiert und 
TAA nicht mehr auf der Tumorzelloberfläche präsentiert (146, 190).  
 
• Antigenmaskierung 
 
Tumorzellen können ihre auf der Zelloberfläche präsentierten Antigene durch die 
Produktion einer Schicht aus Glykokalyxmolekülen (z. B. Neuraminsäurehaltige 
Mukopolysaccharide) vor dem Immunsystem abschirmen (1). Auch die gesamte 
Neoplasie kann sich hinter einem Mantel aus Fibrin und polymerisierten HSA 
(humanes Serum Albumin) verstecken. Diese Schicht, da sie aus nicht-fremd Protein 
besteht, bewahrt den Tumor vor der Erkennung durch T-Lymphozyten und NK. 
Ähnliche Mechanismen bewahren den Embryo im Uterus vor einem Angriff durch das 
mütterliche Immunsystem (215). Zusätzlich besitzt dieser Fibrinogenmantel auch 
eine außergewöhnliche Widerstandskraft gegenüber einer Plasminogen-aktivierten 
Auflösung (180).  
 
2.3       Immunstimulation als Krebstherapie 
 
Der erste erfolgreiche Einsatz einer Immuntherapie in der Behandlung von Krebs 
gelingt vor mehr als 100 Jahren dem New Yorker Arzt Dr. William Coley. Durch die 
unspezifische Aktivierung des Immunsystems mit Bakterienextrakten kann er einen 
nachweislichen antitumoralen Effekt erzielen (49, 286). Einige Jahre später postu-
liert Paul Ehrlich zum ersten Mal das Konzept einer zellulären antineoplastischen 
Immunität und entwickelt erfolgreich eine Vakzinierung mit Tumorantigenen im Tier-
modell (79). Von diesen Anfängen ausgehend haben sich vor allem in den letzten 20 
Jahren verschiedene Strategien der Immuntherapie entwickelt.  
 
2.3.1  Aktive unspezifische Immunstimulation 
 
Darunter zählen Substanzen, die allein oder als Adjuvantien anderer Therapien zur 
Immunstimulation herangezogen werden. Unter ihnen hat sich vor allem Bacillus-
Calmette-Guérin (BCG) im Einsatz beim superfiziellen Blasenkarzinom als wirksam 
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erwiesen (169, 175). Der antitumorale Effekt wird vor allem auf die Induktion der 
Zytokinsekretion sowie auf die Aktivierung von DC zurückgeführt (38). 
Als weiteres Mitglied dieser Gruppe, das vor allem unterstützend bei Chemo-
therapien verwendet wird, ist Levamisole zu nennen (207). Auch Picibanil/OK-432, 
das aus Streptococcus pyogenes gewonnen wird, bewirkt durch CTL- und LAK-
Aktivierung sowie durch gesteigerte Zytokinausschüttung einen antitumoralen Effekt 
(162, 269). 
Des weiteren haben verschiedene Zytokine einen festen Platz unter den diversen 
Immuntherapien eingenommen. Seit der Möglichkeit große Mengen rekombinanter 
Proteine herzustellen, sowie der Entwicklung des Gentransfers, werden Zytokine 
immer häufiger zur unspezifischen Immunstimulation herangezogen. 
 
2.3.2    Aktive spezifische Immunstimulation („cancer vaccines“) 
 
Die sogenannten „cancer vaccines“ können aus reinem Antigen in Form von Pro-
teinen, aus Peptiden, aus nackter DNA oder aus ganzen Zellen bestehen. Da sie bei 
Patienten eingesetzt werden, bei denen schon eine Krebserkrankung diagnostiziert 
wurde werden sie auch „therapeutische Vakzinen“ genannt. Sie lösen keine ge-
neralisierte Immunantwort aus, sondern veranlassen das Immunsystem dazu, Anti-
körper zu produzieren und aktivieren vor allem CTL, die Krebszellen mit den 
entsprechenden Antigenen bekämpfen können. Häufig werden sie gemeinsam mit 
Adjuvantien eingesetzt. Im Laufe der Jahre haben sich verschiedene Möglichkeiten 
der Vakzinierung entwickelt, von denen folgend einige dargestellt werden. Insgesamt 
befindet sich der Einsatz der „cancer vaccines“ im Stadium der klinischen Prüfung; 
zur Zeit werden etwa 20 Phase-III-Studien bei verschiedenen Krebserkrankungen 
durchgeführt. 
 
2.3.2.1  Peptid-Vakzine 
 
Seitdem die Sequenz zahlreicher TAA bekannt ist, besteht die Möglichkeit, diese 
synthetisch zu produzieren. Das Ziel besteht darin, diese Peptide in vivo auf        
MHC I-Moleküle Antigen-präsentierender Zellen zu laden und somit eine Immun-
reaktion hervorzurufen. Wichtig ist, dass diese Oligopeptid-Epitope der TAA von dem 
jeweiligen HLA-Typ des Patienten gebunden werden können. Dafür muss die 
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Vakzine entweder aus HLA-kompatiblen Peptiden bestehen oder eine Mischung 
verschiedener Epitope für verschiedene HLA-Allele enthalten (12). Peptid-Vakzine 
werden vor allem gegen viral induzierte Tumoren eingesetzt (94) und können auch in 
der Behandlung von Melanomen Erfolge erzielen (52, 194). 
Nachteil der Peptid-Vakzine besteht in der u. U. induzierbaren Toleranz und einem 
somit gesteigerten Tumorwachstum, wenn die Peptide den T-Zellen nicht in Verbin-
dung mit der richtigen Kostimulation präsentiert werden (3, 273). 
 
2.3.2.2  DNA-Vakzine 
 
Auch Antigen-Gene können als nackte DNA (in ein Plasmid eingebaut) direkt in 
Muskelgewebe oder Haut injiziert werden und dort passiv in Myoblasten oder Fibro-
blasten eindringen. Die Wirtszelle übernimmt dann die Produktion des Proteins, für 
welches das eingeschleuste Gen kodiert (106). Somit kann sowohl eine zelluläre wie 
auch humorale Immunantwort ausgelöst werden (171). Das entstandene Protein 
kann aber auch von APC aufgenommen werden, die dann wiederum über „cross 
priming“ T-Zellen aktivieren (53, 176). 
Während das plasmid backbone (Bakterien-DNA) allein bereits immunogen wirkt 
(282) und APC anlockt, kann die immunstimulatorische Wirkung der nackten DNA 
unter anderem durch das Einfügen von Zytokin-Genen (z.B. GM-CSF) verstärkt 
werden.  
 
2.3.2.3  Tumorzell-Vakzine  
 
Tumorzellen (autolog oder allogen) werden meist durch Bestrahlung abgetötet und 
dem Patienten anschließend als ganze Zellen oder Lysat reinjiziert. Auf diesem 
Wege kann dem Immunsystem das gesamte Repertoire an Tumorantigenen des 
entsprechenden Tumors präsentiert werden. Die injizierten Tumorzellen gehen im 
Körper zu Grunde. Dieses Material wird dann wiederum von APC aufgenommen 
(38). Da die Tumorzellen meist nur schwach immunogen sind, ist eine zusätzliche 
unspezifische Immunstimulation nötig. In letzter Zeit werden auch genetisch modi-
fizierte Tumorzell-Vakzine klinisch getestet. So werden die Tumorzellen mit verschie-
denen Zytokin-Genen (z. B. GM-CSF, IL-2, IL-4), Kostimulationsgenen wie B7-1 oder 
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MHC-Genen transduziert bzw. transfiziert und somit ihre Immunogenität verstärkt (7, 
191, 256, 260).  
 
2.3.2.4  DC-Vakzine 
 
Krebspatienten leiden häufig an einer Reifungs- oder Funktionsstörung der DC,  
welche durch lösliche Wachstumsfaktoren wie VEGF verursacht sein kann (107). 
Diese Idee macht man sich zu Nutze, in dem DC bereits ex vivo zur Antigen-
präsentation stimuliert werden. Hierzu werden unreife DC aus dem peripheren Blut 
herausgefiltert (99) oder durch eine In-vitro-Differenzierung ausgehend von CD34+ 
Vorläuferzellen (17) bzw. peripheren Monozyten gewonnen (241). Die DC werden mit 
Tumorzelllysaten (218), Tumorproteinextrakten (224), durch Transfer von Antigen-
DNA in die DC oder durch an spezifische DC-Antikörper gebundenes Tumorantigen 
zur Antigenpräsentation stimuliert (36). Auch genetisch veränderte DC (durch Trans-
fer von Zytokin-Genen oder B7-Genen) können eine gute antitumorale Wirkung 
erzielen (4).  
 
2.3.3  Adoptive Immuntherapie (Zelltherapie) 
 
Das Ziel dieser Therapie liegt in der Isolierung, In-vitro-Expansion und Rücküber-
tragung von Immunzellen mit einer spezifischen Anti-Tumor-Aktivität. Dazu werden 
periphere mononukleäre Zellen (PMBC) aus dem Blut oder tumorinfiltrierende Lym-
phozyten (TIL) aus Tumorresektaten gewonnen. Die Zellen werden anschließend in 
vitro unter dem Einfluss hoher Dosen an IL-2 kultiviert und dem Patienten unter 
gleichzeitiger Gabe von IL-2 systemisch oder lokal in den Tumor reinjiziert (1, 38). In 
jüngeren Studien wird versucht, die Anti-Tumoraktivität der LAK-Zellen über gemein-
same Kultivierung mit antigenspezifischen DC zu verstärken (103, 292).  
 
2.3.4  Passive Immuntherapie (Antikörper-Therapie) 
 
An spezifische Antikörper werden häufig radioaktive oder zytotoxischen Substanzen 
(Toxine oder Chemotherapeutika) gebunden, die dadurch direkt an die Tumorzellen 
gelangen, ohne gesundes Gewebe zu schädigen. Auch Effektorzellen (CTL, NK) 
können durch den Einsatz von AK intensiver an Tumorzellen gebunden werden. 
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Hierzu werden AK gegen ein Tumorantigen kovalent an AK gegen ein Membran-
protein der Effektorzellen gebunden (1, 38). Da die monoklonalen AK meist nicht 
humanen Ursprungs sind, werden diese Fremdproteine zum einen schnell vom 
Immunsystem des Patienten abgefangen und phagozytiert. Zum anderen verhindert 
die Aktivierung des Immunsystems gegen die fremden AK eine mehrmalige Be-
handlung. Mit Hilfe rekombinanter DNA-Technologie können jedoch sogenannte 
chimäre AK produziert werden, die vom Immunsystem nicht mehr abgefangen 
werden (128). 
 
2.4     Zytokine 
 
Zytokine werden von Immunzellen, aber auch von nicht immunologischen Zellen 
gebildet und freigesetzt. Sie dienen den Immunzellen als "Botenstoffe", über die sie 
miteinander "kommunizieren". Zytokine sind damit mitverantwortlich für den 
erfolgreichen Ablauf einer Immunreaktion. Sie gelten als die Vermittler zwischen 
angeborener und erworbener Immunität, indem sie die Kommunikation zwischen NK, 
Makrophagen und APC, sowie den Lymphozyten im Zuge einer Immunantwort 
unterstützen. Sie wirken dabei als Wachstumsfaktoren, aktivieren oder deaktivieren 
Zellen und dienen als Schutz vor Gewebeschädigungen. 
 
Bei Zytokinen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine, die von Zellen des 
Immunsystems sezerniert werden. Über autokrine, parakrine oder sogar endokrine 
Funktionen wirken sie stimulierend oder hemmend auf das Immunsystem. Funktional 
wird zwischen zwei Gruppen unterschieden: den Typ-1 und den Typ-2 Zytokinen. 
Typ-1 Zytokine (z. B. IL-2, IL-12, IFNγ) sind an der T-Helferzell-vermittelten     
Immunantwort beteiligt und lösen eine zellvermittelte Immunität aus. Typ-2 Zytokine 
(z.B. IL-4, IL-6, IL-10) fördern die humorale Immunantwort und/oder bewirken eine 
Immuntoleranz der Effektoren gegen Tumorzellen (24).  
Im Rahmen der Immuntherapie werden zahlreiche Zytokine sowohl im Tiermodell wie 
auch klinisch erfolgversprechend eingesetzt. Folgend werden die in dieser Studie 
angewendeten Zytokine genauer dargestellt. 
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2.4.1  Interferon-gamma (IFNγ) 
 
Während Typ-1 Interferone (IFNα, IFNβ) vor allem durch ihre antivirale Wirkung be-
kannt sind, zeichnet sich IFNγ als Typ-2 Interferon, auch Immun-Interferon genannt, 
durch seine immunmodulatorische Wirkung aus.  
Das feline IFNγ besteht aus 167 Aminosäuren und weist auf Proteinebene nur eine 
63 %ige bzw. 43 %ige Homologie mit dem menschlichen bzw. murinen IFNγ auf (9, 
244). Auf diesen sich stark unterscheidenden Aminosäuresequenzen ist die ausge-
prägte Speziesspezifität dieses Zytokins begründet.  
 
IFNγ wird vor allem von Zellen des Immunsystems wie den T-Lymphozyten, NK, NKT 
und Makrophagen sezerniert (33, 105, 113). In einem immunkompetenten Organis-
mus produzieren NK und NKT durch Kontakt mit Tumorzellen die initialen IFNγ 
Mengen. Dadurch wird die Produktion angiostatischer Chemokine (z.B. IP-10) aus-
gelöst, sowie das Anlocken weiterer Zellen des angeborenen Immunsystems zum 
Tumor bewirkt (NK und aktivierte Makrophagen). Diese Zellen synthetisieren 
wiederum weitere immunmodulatorische Zytokine (IL-12, IL-18), die gemeinsam mit 
IFNγ ein Zytokinmilieu im Bereich des Tumors schaffen, das eine Aktivierung von 
CD4+ und CD8+ T-Zellen auslöst. Während durch lysierte Tumorzellen dem Immun-
system genug Antigenmaterial zur Verfügung steht bewirkt die weitere IFNγ-Se-
kretion eine gesteigerte Expression von MHC I- und MHC II-Molekülen und verstärkt 
somit die Immunogenität der Tumorzellen (145).  
 
Eine der ersten Anzeichen für die antitumorale Aktivität von IFNγ liefern Dighe et al., 
indem sie durch neutralisierende IFNγ-spezifische monoklonale Antikörper die 
Tumorregression von chemisch induzierten Fibrosarkomen in Mäusen hemmen (67). 
In einer weiteren Studie zeigen Kaplan et al., dass IFNγ-sensitive Mäuse signifikant 
weniger Tumore entwickeln, bzw. 16 mal höhere Dosen eines chemischen Karzino-
gens zur Tumorinduktion benötigen (152). Weitere Experimente beweisen, dass IFNγ 
gemeinsam mit Lymphozyten die Tumorentwicklung hemmt (253). Im Mausmodell 
von Beatty et al. stellt sich jedoch heraus, dass IFNγ auch zum „tumor escape“ 
führen kann. In CT26 Kolonkarzinomzellen wird durch IFNγ die Expression von 
Tumorantigen verhindert und somit die Zelllyse durch CTL reduziert (22). 
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Zu den Nebenwirkungen, die bei der Behandlung mit IFNγ auftreten können, zählt 
unter anderem der Anstieg der Körpertemperatur um bis zu 2°C (ausgelöst durch 
direktes oder indirektes Einwirken auf das Thermoregulationszentrum des Hypo-
thalamus) (31). 
Des Weiteren können Symptome, wie z. B. Müdigkeit, Erbrechen und Anorexie als 
Folge einer Beeinträchtigung der im Gehirn gelegenen Zirkumventrikularorgane in 
Erscheinung treten. Ebenso kann es zu Knochenmarksdepression und bei langan-
dauernder Interferontherapie auch zum Auslösen oder Verstärken von Autoimmun-
krankheiten kommen (32). 
Als Medikament ist in Deutschland zum jetzigen Zetipunkt nur ein Interferon gamma 
als rekombinantes Protein (Immunkin® von Boehringer Ingelheim) für den Einsatz bei 
chronischer Granulomatose in der Humanmedizin auf dem Markt. 
 
2.4.2  Interleukin-2 (IL-2) 
 
Interleukin-2 (IL-2), früher unter anderem auch bekannt als T cell growth factor 
(TCGF), ist das wichtigste Zytokin für die T-Lymphozyten Proliferation. Es bewirkt 
eine Zellzyklusbeschleunigung ruhender Zellen und führt so zu einer klonalen 
Expansion aktivierter T-Lymphozyten. Als autokriner wie auch parakriner Wachs-
tumsfaktor von T- und B-Lymphozyten nimmt es eine zentrale Rolle in der Regu-
lierung von Immunantworten ein. Auch an entzündungshemmenden Reaktionen, der 
Hämatopoese, sowie in der Tumorüberwachung ist IL-2 beteiligt (51). 
 
Das feline IL-2 besteht aus 154 Aminosäuren und besitzt eine 81 %ige Sequenz-
homologie zum humanen Protein (58). Während huIL-2 feline PBL (periphere blood 
lymphocytes) stimulieren kann, zeigt das feIL-2 jedoch keine biologische Wirkung auf 
humane Lymphozyten. Dies liegt darin begründet, dass Zytokine evolutionär niederer 
Lebewesen keinen Einfluss auf das Immunsystem höher entwickelter Organismen 
ausüben (59).  
 
IL-2 wird nach Antigenaktivierung vornehmlich von CD4+ T-Zellen synthetisiert, aber 
auch CD8+ T-Zellen sind in geringem Maße an der Produktion beteiligt. Unter 
physiologischen Bedingungen wird IL-2 nur über einen kurzen Zeitraum nach Zell-
aktivierung sezerniert. Die Wirkung von IL-2 auf T-Lymphozyten wird über zwei mem-
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branständige Rezeptoren vermittelt, dem RIL-2α und RIL-2β mit seiner γ-Kette, 
wobei für beide unterschiedliche Bindungsaffinitäten für IL-2 bestehen. Neben seiner 
Funktion als Wachstumsfaktor für T-Lymphozyten kann IL-2 ohne Beteiligung von   
T-Helferzellen zur Bildung tumorspezifischer CTL führen (91). Zusätzlich stimuliert   
IL-2 in Synergie mit IL-12 die IFNγ-Sekretion und erhöht die Zytotoxizität von NK, so 
dass LAK-Zellen entstehen (2, 117). 
 
IL-2 wird unter anderem bisher erfolgreich in der Therapie des Nierenzellkarzinoms 
sowie des malignen Melanoms als Single-Therapie oder in Verbindung mit LAK-
Zellen oder anderen Zytokinen angewendet (13, 238). In Deutschland hat Proleukin® 
von Chiron seine Zulassung für das metastasierende Nierenkarzinom. Ein weiteres 
Einsatzgebiet dieses Zytokins liegt in der Behandlung von HIV-Erkrankungen (167). 
Wie bereits erwähnt kann die Wirksamkeit von IL-2 auch in der Behandlung des 
felinen Fibrosarkoms erste Erfolge verbuchen (149). 
 
Zu den dosislimitierenden Nebenwirkungen von IL-2 zählen neben Fieber, Übelkeit, 
Erbrechen und Durchfall vor allem das vascular leak syndrome (81). Hierbei kommt 
es zu einer gesteigerten Gefäßpermeabilität, die eine Extravasation von Flüssigkeit 
und Proteinen ins interstitielle Gewebe verursacht. Flüssigkeitsretention, periphere 
Ödeme, sowie Pleura- und Perikardergüsse zählen neben Aszites zu den beobach-
teten Symptomen. Die intravaskuläre Hypovolämie manifestiert sich häufig in Herz-
Kreislauf-Problemen. Durch generalisierte interstitielle Ödeme kommt es zusätzlich 
zu Störungen der Mikrozirkulation, die zu Gewebehypoxie und schließlich bis zum 
Multiorganversagen führen können (15). Ellison et al. können bei Katzen auch im 
Gehirn eine gesteigerte Proteindurchlässigkeit der Gefäße nach hochdosierter sys-
temischer Verabreichung nachweisen, was bei betroffenen Patienten zu neurolo-
gischen Symptomen bis hin zum Koma führen kann (80).  
Ob ursächlich der direkte Einfluss von IL-2 auf Gefäßendothelzellen oder die 
Aktivierung weiterer Zytokine (z. B. TNFα, IFNγ) oder Entzündungsmediatoren zur 
Permeabilitätssteigerung der Endothelzellen führen, ist noch nicht hinreichend be-
kannt. Auch die durch IL-2 induzierte Eosinophilie mit gesteigerter Degranulation der 
entsprechenden Granulozyten wird als Ursache für das vascular leak syndrome 
diskutiert (276). 
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Da vor allem hohe systemisch verabreichte Dosen für erwähnte Nebenwirkungen 
verantwortlich sind, wird IL-2 in zunehmenden Maße im Rahmen der genthera-
peutischen Tumorbehandlung lokal angewendet. Aber auch hier zeichnen sich dosis-
abhängige Wirkungseffekte ab. Schmidt et al. können in einer Studie mit genetisch 
veränderten Tumorzellen im murinen S91 Melanomzellmodell nur eine Wirksamkeit 
von IL-2 nachweisen, wenn ein mittleres Expressionslevel von 5000-7500 U/105 
Zellen pro Tag erreicht wird (246). 
 
2.4.3  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (GM-CSF) 
 
GM-CSF gehört gemeinsam mit dem Granulozyten-Kolonie-Stimulierenden-Faktor 
(G-CSF) zur Gruppe der Kolonie-Stimulierenden-Faktoren. Dies sind Glykoproteine, 
die über Oberflächenrezeptoren auf hämatopoetische Vorläuferzellen einwirken und 
sie zur Proliferation und Differenzierung stimulieren, sowie deren Lebensdauer ver-
längern (203). Da GM-CSF aber auch die Differenzierung von DC beeinflusst, wird er 
in zunehmendem Maße auch für den Einsatz als Vakzineadjuvans bzw. in der 
Tumorüberwachung interessant. 
 
Der feline GM-CSF zählt 127 Aminosäuren und weist eine 69 %ige bzw. 73 %ige 
Homologie mit dem jeweiligen humanen bzw. caninen Protein auf (77). Während 
huGM-CSF bei Katzenzellen nur eine limitierte Wirkung zeigt (8), erzielt er weder bei 
murinen noch ovinen Zellen einen biologischen Effekt, verglichen mit der Wirkung auf 
humane Zellen (110, 266). Dies legt die Vermutung nahe, dass bei GM-CSF eine 
gewisse Speziesspezifität vorliegt. Der Wirkungsverlust dieses Wachstumsfaktors 
auf speziesfremde Zellen wird zusätzlich noch durch die Bildung von Antikörpern 
verstärkt. 
 
GM-CSF wird von einer Reihe von Zellen produziert, darunter vor allem von T-
Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen. Neben seiner Fähig-
keit, die Proliferation von Knochenmarksvorläuferzellen zu stimulieren und hierdurch 
wirkungsvoll in die Hämatopoese einzugreifen, ist GM-CSF auch hauptsächlich an 
der Proliferation, Reifung und Migration von DC beteiligt. Die Expression von MHC II-
Molekülen auf Makrophagen und DC wird ebenfalls positiv beeinflusst. Somit stimu-
liert GM-CSF die T-Zell-vermittelte Immunantwort und über eine gesteigerte Antigen-
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präsentation durch DC auch die Immunogenität von Tumoren (98, 147). Zusätzlich 
verstärkt er die Expression von Kostimulations- und Adhäsionsmolekülen sowie die 
Produktion anderer Zytokine (z. B. IL-1, TNF, IL-6), die wiederum das Wachstum und 
die Differenzierung von T- und B-Lymphozyten fördern (11). Weiterhin unterstützt 
GM-CSF die IL-2-vermittelte T-Zellproliferation und steigert somit gemeinsam mit IL-2 
sowohl die Bildung von LAK-Zellen sowie deren Funktion (20). Auch die Antikörper-
vermittelte Zytotoxizität von Lymphozyten und Monozyten wird durch diesen 
Wachstumsfaktor gesteigert (195). In Tumor-infiltrierenden Makrophagen wird zu-
sätzlich die Sekretion einer Metalloelastase mit nachfolgender Bildung von Angio-
statin gefördert, welches wiederum die Angiogenese von Tumor und Metastasen 
hemmen kann (69).  
 
GM-CSF wird vor allem zur Hämatopoesesteigerung nach Chemotherapien und 
Knochenmarkstransplantationen eingesetzt, sowie zur Förderung der Immunabwehr 
gegen Infektionen. In zunehmendem Maße erlangt GM-CSF auch Bedeutung als 
Vakzineadjuvans. Da der Wachstumsfaktor auch die Migration und Proliferation von 
Endothelzellen und Keratinozyten beschleunigt, wird er ebenfalls in der Behandlung 
von Mukositis, Stomatitis und Durchfall eingesetzt, die häufige Nebenwirkungen einer 
hochdosierten Chemotherapie darstellen. In die Wundheilung kann GM-CSF im Tier-
modell durch eine gesteigerte Bildung von Granulationsgewebe erfolgreich ein-
greifen (11). 
 
In der Tumorbehandlung wird GM-CSF gentherapeutisch vor allem in der Melanom-
behandlung eingesetzt. Zum ersten mal wird von Dranoff et al. in einem Tumormodell 
mit B16-F10 Melanomzellen nachgewiesen, dass GM-CSF zu einer spezifischen, 
langanhaltenden Immunantwort gegen die entsprechenden Tumorzellen führt (72). 
Ähnliche Ergebnisse werden auch von Soiffer et al. erzielt, die GM-CSF genetisch 
modifizierte Tumorzellen bei Patienten mit metastasierendem Melanomen einsetzen 
(260). Auch als rekombinantes Protein kann GM-CSF signifikant die Überlebensrate 
sowie die tumorfreie Zeit von Melanompatienten verlängern (263). 
Ein synergistischer antitumoraler Effekt von GM-CSF mit IFNγ wird von Yoon et al. 
im Mausmodell nachgewiesen (298).  
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Die Nebenwirkungen, die in der Behandlung mit GM-CSF beobachtet werden, um-
fassen Hautreaktionen am Injektionsort wie z. B. Schwellungen und Erytheme. Des 
Weiteren werden Knochenschmerzen sowie Fieber und Grippe ähnliche Symptome 
beobachtet (39). 
 
2.5    Gentherapie 
 
Unter dem Begriff der Gentherapie versteht man das Einführen einer genetischen 
Sequenz (Transgen) in einen Organismus. Ziel ist es, die Funktion eines fehler-
haften oder fehlenden Gens zu ersetzen oder zusätzliche Gene einzuführen und 
somit in dem betroffenen Individuum einen therapeutischen oder prophylaktischen 
Nutzen zu erzielen.  
Grundsätzlich ist hierbei die somatische Gentherapie von der Keimbahn-Gentherapie 
zu unterscheiden. Während in somatische Zellen eingeführte genetische Informa-
tionen nach dem Tod der entsprechenden Zelle dem Organismus nicht mehr zur Ver-
fügung stehen, wird in der Keimbahn-Gentherapie das Genom des betreffenden 
Organismus dauerhaft verändert und so auch an nachfolgende Generationen weiter-
gegeben. Diese Therapieform ist in Deutschland gemäß dem Embryonenschutz-
gesetz (Gesezt zum Schutz von Embryonen § 5) verboten. 
 
Die Gentherapie lässt sich auch bezüglich ihrer Anwendungsform unterteilen. So 
unterscheidet man die Ex-vivo-Gentherapie von der In-vivo-Gentherapie. Bei erstge-
nannter Form werden zunächst Zellen (z. B. Blutzellen, Tumorzellen) aus dem Orga-
nismus entnommen, in der Zellkulturschale genetisch verändert und dem gleichen 
Patienten wieder zugeführt. Unter der In-vivo-Gentherapie versteht man den direk-
ten Einsatz eines geeigneten Vektors am Patienten mit dem Ziel, das Transgen 
bereits im Körper in die entsprechenden Zellen einzuschleusen.   
 
Zu Beginn der neunziger Jahre befassen sich gentherapeutische Studien vor allem 
mit der Behandlung monogen bedingter Erbkrankheiten, wie dem Adenosin Deami-
nase Mangel, der zystischen Fibrose, verschiedener Formen von Hämophilie, der 
hereditären Hypercholesterinämie oder der Tay-Sachs-Krankheit.  
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Auch in der Behandlung von Stoffwechselstörungen wie Diabetes oder Wachstums-
störungen, kann durch gentherapeutisches Eingreifen eine tägliche Applikation des 
jeweiligen Hormons umgangen werden (123, 258). 
In den letzten Jahren zieht vor allem die Behandlung von Krebs das Interesse der 
Gentherapieforschung auf sich. So befassen sich 2004 rund 66 % der Gentherapie-
studien mit der Etablierung neuer Therapieprotokolle für Krebspatienten. 
 
Abb. 6:   Klinische Anwendungsmöglichkeiten von Gentherapien 
 
The Journal of Gene Medicine 2004; www.wiley.co.uk/genmed/clinical 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.1    Gentherapieansätze in der Krebsforschung 
 
Krebs entsteht aus der genetischen Modifikation ehemals gesunder Zellen. Meist 
sind Gene betroffen, welche die Proliferation, die Differenzierung und das Überleben 
von Zellen beeinflussen. Durch Mutationen können bestimmte Gene in Zellen inakti-
viert (z .B. Tumorsuppressor-Gene), andere wiederum aktiviert werden (z. B. Onko-
gene), was diesen Zellen einen Selektionsvorteil verschafft. Hierdurch kommt es zur 
klonalen Expansion der mutierten Zellen. Im Laufe des Wachstums erfahren die 
Tumorzellen weitere Genveränderungen, was sie weniger differenzierter und gegen-
einander heterogener werden lässt. Dies ist häufig die Ursache für das Scheitern von 
Chemo- und Radiotherapien.  
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In diesem Sinne versucht die Gentherapie einerseits defekte oder inadäquat 
aktivierte Gene in Tumorzellen gezielt zu ersetzen oder auszuschalten. Andererseits 
liegen weitere Ansatzpunkte in der Beeinflussung der Immunabwehr sowie in der 
Steuerung der Tumorangiogenese (96). 
 
2.5.1.1  Inaktivierung von Onkogenen 
 
Da in Krebszellen häufig Proto-Onkogene aktiviert und amplifiziert werden, ist ein 
Prinzip der Gentherapie die gezielte Unterbrechung dieser Onkogensequenzen. Dies 
kann durch Hemmung der DNA-Transkription der entsprechenden Gene, sowie 
durch Störung der mRNA-Translation erreicht werden. Auch die Beeinträchtigung 
des Transports oder der Funktion von Onkoproteinen kann diesem Zweck dienen.  
 
Die Transkription kann durch die Verwendung von Oligonukleopeptiden, die spezi-
fisch an die Promoterregionen der Onkogene binden, gehemmt werden. Eine weitere 
Methode besteht im Einsatz von Anitsense-Oligonukleotiden, die komplementär an 
die entsprechenden Sequenzen der mRNA binden. So entsteht eine partielle Doppel-
Strang mRNA, die von intrazellulären Enzymen erkannt und zerstört wird. Durch die 
intrazelluläre Expression spezifischer Antikörper, sogenannter „intrabodies“, können 
die Onkoproteine neutralisiert werden (144). 
 
2.5.1.2   Hemmung der Tumorangiogenese 
 
Tumoren können nur dann wachsen, wenn ihnen durch ständige Neovaskularisation 
Blut bereitgestellt wird und somit ihre Nährstoff- und Sauerstoffversorgung gesichert 
ist.  
Angiogenesemediatoren, wie der VEGF oder der bFGF (basic fibroblast growth 
factor), die von Tumorzellen ausgeschüttet werden, können durch die unter 2.5.1.1 
genannten Methoden in ihrer Wirkung gehemmt werden. Des Weiteren kann durch 
das gezielte Einbringen von Genen, die für Angiostatin oder Endostatin (natürliche 
Inhibitoren der Angiogenese) kodieren, die Vaskularisation von Tumorzellen gestoppt 
werden, ohne die physiologischen Angiogenesemechanismen im gesunden Gewebe 
zu beeinträchtigen (96, 254). 
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2.5.1.3  Ersatz defekter Tumorsuppressor-Gene 
 
Tumorsuppressor-Gene kodieren für eine Vielzahl von Proteinen, die den Zellzyklus 
beeinflussen und für DNA-Reparaturen verantwortlich sind.  
Hierzu gehören das p53-Gen (reguliert den Zellzyklus und die Apoptose), das 
Retinoblastom-Gen-Rb (verantwortlich für Zellzyklus und Zelldifferenzierung), das 
p16INK/CDKN2 (beteiligt am Zellzyklus), sowie das PTEN-Gen (reguliert das Über-
leben von Zellen) (144). Durch das Einschleusen sogenannter „Wild-Typ-Kopien“ 
(Genkopien mit normaler Sequenz) in eine Tumorzelle mit Mutation des entsprech-
enden Gens, kann in klinischen Studien eine effektive Wachstumshemmung des 
Tumors bis hin zum Zelltod der Tumorzellen erreicht werden (14, 205, 255). 
 
2.5.1.4  Einschleusen von „Suizid-Genen“ in die Tumorzelle 
 
Ein entscheidender Nachteil von Chemotherapien ist ihr toxischer Einfluss, der nicht 
nur gegen maligne Zellen gerichtet ist. Durch das gezielte intratumorale Einbringen 
von Genen, die für Enzyme kodieren, welche sogenannte ungiftige „pro drugs“ in 
eine aktive Form überführen, kann diese Nebenwirkung von chemotherapeutischen 
Substanzen umgangen werden (297). 
 
Nach Transfektion der Tumorzellen folgt die hochdosierte systemische Behandlung 
mit der „pro drug“. Nur in den Tumorzellen wird diese nun in die zytotoxische Form 
umgewandelt. Durch den „bystander effect“ gelangen die giftigen Substanzen über 
gap junctions auch in angrenzende Tumorzellen und bewirken erst nach Anreiche-
rung einer ausreichenden Konzentrationsmenge den Tod der sowohl transfizierten 
wie genetisch unveränderten Tumorzellen. Beispiele hierfür sind der Einsatz von 
Herpes-simplex-virus-Thymidin-Kinase und der Behandlung von Ganciclovir. Auch 
das Einschleusen des Cytosin-Deaminase-Gens und der folgenden systemischen 
Verabreichung von 5-Fluorocytosine ist hierunter zu zählen (102, 209, 217). 
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2.5.1.5  Transfer von „drug resistance-Genen“ 
 
Eine weitere entscheidende Nebenwirkung von Chemotherapien, die häufig zu deren 
Therapieabbruch führt, ist die Myelosuppression. Durch den Transfer von sogenann-
ten „drug resistance-Genen“ sollen Knochenmarksstammzellen und Vorläuferzellen 
den toxischen Substanzen gegenüber unempfindlich gemacht werden. Durch Ein-
schleusen des MDR1 Gens (multi drug resistance-Gen 1) in Knochenmarkszellen vor 
einer autologen Transplantation können der toxische Einfluss von Chemotherapeu-
tika auf das Knochenmark minimiert werden und eine Behandlung mit höheren und 
somit effektiveren Dosierungen erfolgen (34, 140). Der Transfer des Gens für 
Aldehyd-Dehydrogenase 1 und mutierte Dihydrofolat-Reduktase in hämatopoetische 
Vorläuferzellen resultiert in der Resistenz dieser Zellen gegen Cyclophosphamid und 
Methotrexate (270). 
 
2.5.1.6  Modulation der Immunabwehr gegenüber Krebszellen 
 
Dass das Immunsystem aktiv an der Bekämpfung von malignen Zellen beteiligt ist, 
wurde bereits mehrfach dargelegt. Im Rahmen der Gentherapie steht vor allem der 
Transfer immunmodulierender Gene in autologe Tumorzellen im Vordergrund. 
Ebenso können tumorinfiltrierende Lymphozyten oder DC genetisch modifiziert 
werden, um eine Potenzierung der körpereigenen Immunabwehr gegen Krebszellen 
zu erzielen. Eine detailliertere Darstellung der „cancer vaccines“ ist unter dem Punkt 
2.3.2 zu finden. 
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Heute kommen vor allem Zytokin-Gene in gentherapeutischen Krebsstudien zum 
Einsatz. 
 
  Abb. 7:   In Gentherapiestudien eingesetzte Gene  
 
The Journal of Gene Medicine 2004; www.wiley.co.uk/genmed/clinical 
 
 
2.5.2    Gentherapie in der Kleintiermedizin 
 
Die Gentherapie als ein neues Feld der Molekularmedizin wird auch in der Be-
handlung von Haustieren in zunehmendem Maße eingesetzt. Zum einen dienen 
Hunde und Katzen als adäquate Vergleichsmodelle für die Humanmedizin, da die 
Pathogenese von Stoffwechselerkrankungen, spontaner Tumorentstehung und 
monogen bedingter Erbkrankheiten mit der von humanen Patienten korreliert. Zum 
anderen erlaubt die Größe dieser Tiere, verglichen zu Mausmodellen, den Einsatz 
von Dosismengen, die leichter auf den Menschen übertragbar sind. 
 
Als Beispiel für den erfolgreichen Einsatz der Gentherapie einer monogen bedingten 
Erbkrankheit ist die Behandlung der caninen Hämophilie A und B zu nennen. Durch 
Adenoviralen-Gentransfer kann in Hunden nachweislich ohne systemische Neben-
wirkungen ein Anstieg des Faktors VIII bzw. IX im Plasma erzielt werden (50, 139). 
Erste Schritte in der Behandlung der felinen Hyperthyreose werden von Blackwood 
und Argyle gemacht. In der Zellkultur können sie nachweisen, dass der feline 
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Thyreoglobulin-Promoter für transkriptionales „vektor targeting“ von Adenoviren ver-
wendet werden kann und dass das E. coli NTR/CB1954 pro drug-System zur effek-
tiven Abtötung von Schilddrüsenzellen führt (27). 
Chronische Niereninsuffizienz und die durch Erythropoetinmangel bedingte Anämie 
stellen ein nicht seltenes Krankheitsbild des felinen Patienten dar. Durch intramus-
kuläre Applikation eines rekombinanten Adeno-assoziierten Virus, der für Erythro-
poetin kodiert, kann in Katzen ein dauerhafter Anstieg des Hämatokrits erreicht 
werden (21). 
 
Auch in der Veterinärmedizin befassen sich die meisten Gentherapie-Studien mit der 
Behandlung von Krebspatienten. Quintin-Colonna et al. können durch lokale Injektion 
von xenogenen Verozellen, welche die Erbinformation für IL-2 tragen, gemeinsam 
mit der operativen Entfernung und Bestrahlung des Melanoms eine niedrigere 
Rezidivrate und längere Überlebenszeiten erkrankter Hunde erreichen (232). Eine 
weitere klinische Studie des caninen Melanoms beweist die antitumorale Wirksam-
keit eines Plasmidvektors, der gemeinsam für das Staphylococcus Enterotoxin B und 
GM-CSF oder IL-2 kodiert. Durch intratumorale Applikation des Vektors kann die 
Überlebenszeit von Tieren mit Stadium III-Melanomen signifikant verlängert werden 
(70). Auch bei der Therapie des felinen Fibrosarkoms kann eine Senkung der 
Rezidivrate durch viralen Gentransfer von IL-2 erreicht werden (149). 
 
Ein weiteres klinisch relevantes Gebiet der Gentherapie liegt im Einsatz sogenannter 
Vektor-Vakzine. Durch Transfer der DNA, die für ein Antigen des entsprechenden 
Pathogens kodiert, kann sowohl eine humorale wie auch zellvermittelte Immunität 
erzeugt werden. Die Vorteile der Vektor-Vakzine liegen in der leichteren und unge-
fährlicheren Herstellung sowie in der Stabilität der Vakzine. Des Weiteren ist es 
möglich, mit einem einzigen Vektor gezielt gegen mehrere Erkrankungen zu immuni-
sieren. Da das Antigen direkt im Körper des Tieres produziert wird, ist zu erwarten, 
dass es zu einer länger andauernden Immunität und dadurch verlängerten Impfinter-
vallen kommt (76). In Deutschland ist momentan für Kleintiere nur eine zugelassene 
Vektor-Vakzine auf dem Markt (Eurifel® von der Firma Merial). 
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2.6       Vektoren des Gentransfers 
 
Um das therapeutische Gen in die entsprechende Zielzelle einzuschleusen, bedarf 
es sogenannter Genfähren (Vektoren). Die Wahl eines geeigneten Vektors ist für den 
Erfolg der Gentherapie von entscheidender Bedeutung. Hierbei ist besonders zu 
beachten, ob es sich um eine Ex-vivo- oder In-vivo-Therapie handelt und welche 
Zielzellen transduziert bzw. transfiziert werden sollen. 
Der verwendete Vektor sollte weiterhin folgende Anforderungen erfüllen (123): 
 
• Hohe Effizienz. 
• Hohe Selektivität. 
• Gentransfer auch in postmitotische Zellen. 
• Hohe Aufnahmekapazität von Transgenen. 
• Gewährleistung einer ausreichend langen Genexpression. 
• Keine pathogene Wirkung auf Zellen des Wirtsorganismus. 
• Fehlende Immunogenität. 
 
Je nach verwendetem Vektor unterscheidet man den viralen vom nonviralen Gen-
transfer. 
 
2.6.1  Viraler Gentransfer 
 
Viren sind in der Lage, ihre Gene in infizierte Zellen zu integrieren. Diese Fähigkeit 
macht man sich beim viralen Gentransfer zu Nutze. Im Rahmen der Gentherapie 
werden in der Regel replikationsdefekte, d. h. nicht mehr vermehrungsfähige Viren, 
als Vektoren eingesetzt. Dabei werden die entsprechenden Gensequenzen des 
Virusgenoms herausgeschnitten und durch das therapeutische Gen ersetzt. Da 
hierdurch aber auch die Bildung funktionsfähiger Viruspartikel unterbunden wird, 
bedient man sich sogenannter Helfer- oder Verpackungszelllinien. Diese werden 
genetisch so verändert, dass sie die fehlenden Wildtyp-Gene exprimieren. Wird nun 
diese Helferzelle mit dem replikationsdefekten Virus infiziert, stehen dem Virus alle 
fehlenden Replikationsproteine zur Verfügung. Es entstehen komplette Viruspartikel, 
die aus den Überständen der Verpackungszelllinie geerntet werden und nun die 
Zielzelle zwar infizieren, sich in dieser aber nicht mehr vermehren können. 
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Besonders wichtig ist, dass die Überstände vor dem klinischen Einsatz mit Hilfe 
sensitiver biologischer Tests auf das Vorhandensein replikationsfähiger Viren über-
prüft werden (10, 82). 
 
2.6.1.1  Retroviren 
 
Dem Virus wird das gag-, pol- und env-Gen, die für Strukturproteine, für die reverse 
Transkriptase und für Kapsidproteine kodieren, entnommen. Dadurch wird eine 
Transgen-Aufnahmekapazität von bis zu 10 kBp erreicht. Ein Vorteil des retroviralen 
Vektors liegt in seiner hohen Transduktionseffizienz, sowie in der stabilen und lang 
andauernden Expression des Transgens, da dieses in das Wirtszellgenom integriert 
und somit an folgende Zellgenerationen weitergegeben wird. Da der Einbau ins 
Genom jedoch zufällig erfolgt, kann es zur Insertions-Mutagenese kommen, indem 
Regulatorgensequenzen der Wirtszelle unterbrochen und so funktionsunfähig 
gemacht oder aktiviert werden (121).  
Retroviren können, mit Ausnahme der Lentiviren, nur teilende Zellen transduzieren, 
was ihren Einsatz als Vektor weiter limitiert (82). 
 
2.6.1.2  Adenoviren 
 
Adenoviren sind unbehüllte Einzelstrang-DNA-Viren, die sowohl teilende, wie auch 
ruhende Zellen infizieren können. Um sie vermehrungsunfähig zu machen, wird die 
E1-Region (early region 1) entfernt. Durch weiteres Herausnehmen der E2-, E3- und 
E4-Region können Transgene von bis zu 30 kBp vom Adenovirus transportiert 
werden (257). Da das Virusgenom in der Wirtszelle nur episomal repliziert, d. h. nicht 
ins Wirtszellgenom integriert wird, erreicht man durch den adenoviralen Gentransfer 
nur eine relativ kurze Genexpression von ein bis zwei Monaten (82). 
Ein weiteres Problem stellt die hohe Immunogenität des Virus dar, die wiederholte 
Applikationen des Vektors verhindert (295). 
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2.1.6.3  Adeno-assoziierte Viren 
 
Sie gehören zur Familie der Parvoviren und benötigen zur Vermehrung ein 
Helfervirus (meist ein Adenovirus). Sie können sowohl ruhende, wie auch in Mitose 
befindliche Zellen infizieren. Im Gegensatz zu Adenoviren kommt es bei diesem 
Vektor zur Integration ins Wirtszellgenom, was zu einer langen Transgenexpression 
führt (166). Sie lösen im Wirtsorganismus keine gesteigerte Immunreaktion aus 
(300). Der wesentliche Nachteil dieser Vektoren liegt in der geringen Größe des zu 
transportierenden Transgens (< 4,7 kBp) (257).  
 
2.6.1.4  Andere virale Vektoren 
 
Das Vaccinia-Virus kann Transgene von einer Größe bis zu 25 kBp transportieren. 
Sein Einsatz ist vor allem in der Humanmedizien durch seine starke Immunogenität 
und das Vorhandensein impfbedingter Antikörper limitiert (226). Das Herpes-simplex-
Virus ist durch die Transduktion von Nervenzellen und die Fähigkeit, besonders 
große Transgene (bis zu 50 kBp) zu transportieren, interessant. (155). Als weitere 
virale Vektoren werden Epstein-Barr Viren (29), Bacculoviren (143), α-Viren (182) 
oder Polioviren (10) eingesetzt. 
 
2.6.2   Nonviraler Gentransfer 
 
Der virale Gentransfer ist mit einigen Nachteilen, wie Sicherheitsproblemen, hohen 
Kosten für Herstellung und Lagerung sowie ausgeprägter Immunogenität der viralen 
Vektoren verbunden. Aus diesem Grund kommen seit den letzten 15 Jahren vor 
allem nonvirale Vektoren in der Gentherapie zum Einsatz. Jedoch muss, verglichen 
mit viralen Vektoren, mit einer geringeren Transfektionseffizienz und eine kürzer an-
dauernden Genexpression gerechnet werden. 
Als Grundbaustein eines nonviralen Vektors fungiert ein Plasmid (ringförmiges 
doppelsträngiges DNA-Molekül bakteriellen Ursprungs), in welches das therapeu-
tische Gen ligiert wird. Eine Vielzahl von nonviralen Gentransfersystemen haben sich 
bisher in der molekularen Medizin etabliert. 
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2.6.2.1  In-vivo-Gentransfer nackter DNA  
 
Die einfachste Form des nonviralen Gentransfers stellt das direkte Verabreichen von 
Plasmid-DNA (pDNA) dar. Wolff et al. gelingt es 1990 erstmals auf diesem Weg 
erfolgreich eine Genexpression in Muskelgewebe von Mäusen zu erzielen (289). 
Auch die intratumorale oder systemische Applikation nackter DNA wird in verschie-
denen Studien angewendet (181, 293). Es wird vermutet, dass die nackte pDNA in 
vivo über einen aktiven, rezeptorvermittelten Prozess von den Zellen aufgenommen 
wird (40). 
 
Der ohne ein Vektormolekül vermittelte Gentransfer nackter DNA stellt die unge-
fährlichste Möglichkeit dar, ein Transgen in Wirtszellen einzuschleusen. Da die unge-
schützte DNA jedoch zahlreichen Nukleasen und dem mononukleären Phagozyten-
system ausgesetzt ist, wird mit dieser Methode nur ein geringes Expressionslevel 
erreicht. Als DNA-Vakzine kann nackte pDNA allerdings zu einer ausreichenden 
Immunisierung gegen verschiedene Pathogene führen z. B. gegen Hepatitis B (63). 
Um eine bessere Transfektion und längere Genexpression zu erzielen, werden zu-
sätzlich verschiedene physikalische Manipulationen vorgenommen.  
Hierunter zählt die Elektroporation, der Einsatz von Ultraschall, der partikelmediierte 
Gentransfer, sowie die „high pressure-Injektion“. 
 
Bei der Elektroporation handelt es sich um ein Verfahren bei dem nach Injektion der 
DNA im entsprechenden Gewebe mittels Elektroden ein kontrolliertes elektrisches 
Feld erzeugt wird. Dadurch soll die Zellpermeabilität erhöht und die Aufnahme gene-
tischen Materials in die Zelle gesteigert werden (262). 
Auf einem ähnlichen Prinzip basiert auch der unterstützende Einsatz von Ultraschall. 
Durch die Ultraschallwellen wird die Zellpermeabilität für Makromoleküle, wie die 
pDNA, gesteigert und die Genexpression erhöht (6, 220). 
 
Das System des partikelmediierten Gentransfers, auch bekannt als „gene gun“, 
verwendet ca. 1-3 µm große Goldpartikel, die mit DNA ummantelt und mittels einer 
Heliumschockwelle angetrieben auf das Gewebe geschossen werden. Je nach Ge-
schwindigkeit der Partikel und Entfernung zum Gewebe treten die Mikroprojektile 
unterschiedlich tief in die verschiedenen Hautschichten bis zu darunter gelegenen 
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Muskelschichten ein. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die DNA direkt in 
die Zelle „geschossen“ wird und so die oft schwierige und wenig effiziente Aufnahme 
über die Zellmembran umgangen wird. Als limitierender Faktor dieses Systems ist 
sicherlich die geringe Eindringtiefe der Partikel anzusehen, die eine Anwendung der 
„gene gun“ an tiefer gelegenem Gewebe nur durch chirurgischen Zugang ermöglicht 
(278, 294). 
 
Bei der „high pressure-Injektion“ erfolgt eine schnelle intravasale Applikation einer 
großvolumigen DNA-Lösung. Ziel ist es, durch den hohen Druck die Endothel-
schranke des Gefäßes zu durchbrechen. Im Mausmodell kann so ein effizienter Gen-
transfer v. a. in die Leber erzielt werden (181). 
 
2.6.2.2  Lipid-Gentransfersysteme  
 
Der Lipid-vermittelte Gentransfer, auch Lipofektion genannt, beinhaltet die Umman-
telung von DNA mit verschiedenen Lipiden. Während neutrale und anionische Lipide 
zwar weniger toxisch und biologisch besser kompatibel sind, eignen sie sich 
aufgrund ihrer schlechten Interaktion mit der negativ geladenen DNA jedoch nur be-
dingt als Vektor. Aus diesem Grund werden vor allem kationische Lipide für den 
nonviralen Gentransfer herangezogen. 1987 gelingt Felgner et al. zum ersten Mal 
der erfolgreiche Gentransfer durch Lipofektion (92). 
 
Die positiv geladenen Lipide bilden mit der negativ geladenen DNA einen Komplex 
(Lipoplex), der die DNA unter anderem vor physikalischen und enzymatischen Ein-
flüssen schützt. Bei der Bildung von Liposom/DNA-Komplexen wird darauf geachtet, 
dass ein positiver Ladungsüberschuss entsteht, der zu einer besseren Bindung an 
die negativ geladene Zellmembran führt (179). 
Viele verschiedene kationische Lipide werden bis heute für den Gentransfer einge-
setzt. Meist wird zur Komplexstabilisierung und Reduzierung der Toxizität ein neutra-
les Kolipid wie DOPE eingesetzt und mit DOTMA (Lipofektin®), DOSPA (Lipo-
fektamin®), DOTAP, DMRIE oder DC-Cholesterol gemischt (93).  
Alle verwendeten kationischen Lipide besitzen ein Grundgerüst aus vier verschie-
denen Teilen: eine positiv geladene Kopfgruppe, eine Lipidkette verschiedener 
Länge, ein Verbindungsstück und einen hydrophoben Anker. Die Interaktion 
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zwischen Lipid/DNA-Komplex und der Zellmembran erfolgt wie bereits erwähnt über 
die unterschiedliche Ladung. Vor allem Proteoglykane auf der Zellmembranober-
fläche sollen hierfür eine wichtige Rolle spielen (214). Die endgültige Aufnahme der 
Komplexe ins Zellinnere wird nach der Meinung der meisten Studien über 
Endozytose bewerkstelligt (299).  
Ein weiterer Schritt ist die Freisetzung der DNA aus dem Endosom. Während der 
niedere pH-Wert im Inneren des Endosoms den Lipid/DNA-Komplex destabilisiert, 
kommt es auch zu einer Diffusion von negativ geladenen Lipiden der Endosom-
membran in den Lipoplex. Diese konkurrieren wiederum mit der DNA um die positi-
ven Ladungen. So wird zum einen die Destabilisierung der Endosommembran, so-
wie die weitere Freisetzung der DNA aus dem Lipidmantel bewirkt (291).  
 
Damit es zu einer Transkription des therapeutischen Gens kommen kann, muss die 
pDNA in den Zellkern aufgenommen werden. Dies geschieht über sogenannte Kern-
poren. Moleküle von einer Größe bis zu 40 kD können frei über diese Poren diffun-
dieren. Für den Transport größerer Moleküle wie der pDNA bedarf es eines Trans-
portproteins (Kernporen-Komplex) (71). Zabner et al. weisen nach, dass eine Trans-
kription nur dann stattfindet, wenn die DNA nicht mehr von Lipiden ummantelt ist 
(299). 
 
2.6.2.3  Polymer-Gentransfersysteme 
 
Auch hier richtet sich das Interesse vor allem auf kationische Polymere. Ihre positiv 
geladenen Aminogruppen reagieren mit den negativ geladenen Phosphatgruppen 
der DNA. Die Polymere bilden somit durch elektrostatische Kräfte spontan Komplexe 
mit der DNA (Polyplexe). Die Größe der DNA kann hierdurch um ein 10-4 bis 10-5 -
faches reduziert werden, und es entstehen Komplexe mit einer Größe von               
50 - 100 nm (28, 288).  
Wu et al. beschreiben 1988 als erste den Polyplex-vermittelten Gentransfer (290). 
Bis heute haben sich eine Vielzahl von Polymeren wie z. B. Poly(L-)Lysin (PLL), 
Polyethylenimin (PEI), Chitosan (Polysaccharid aus D-Glucosamin und N-acetyl-D-
Glucosamin) und verschiedene Dendrimere als Hüllstoffe für Genvektoren etabliert 
(124). Ein Überschuss an positiver Ladung, grundsätzlich für eine bessere Bindung 
an die negative Zellmembran erwünscht, führt bei Polyplexen zu Problemen 
Schrifttum                                                                                                                   46 
hinsichtlich der Toxizität und Transfektionseffizienz. Die positiv geladenen Polyplexe 
neigen unter physiologischen Salzkonzentrationen sowie durch Kontakt zu Blutbe-
standteilen (z. B. Albumin) zur Aggregatbildung, was schließlich zum Ausfällen der 
DNA-Komplexe führt (161). Um dies zu vermeiden, werden die Polyplexe mit einem 
schützenden Hüllpolymer, basierend auf Polyethylenglycol (PEG), ummantelt und 
zeigen so nach außen hin eine neutrale Nettoladung (97).  
 
Viele Polymere, wie z. B. PLL, vermögen nach Aufnahme des Polyplexes in die Zelle 
die DNA nicht aus dem Endosom freizusetzen. Unter Zugabe von inaktivierten 
Adenovirus (279) oder dem fusogenen Peptid `INF 7` (Derivat des HA-2 Peptid des 
Influenzavirus) kann im sauren Milieu durch Membrandestabilisierung ein endosomo-
lytischer Effekt erzielt werden (227). Auch der Einsatz des lysosomotrophen 
Medikaments Chloroquin fördert die Freisetzung der DNA ins Zytoplasma (206), 
indem dieses Chininderivat den Druchgang der DNA durch die Lysosommembran 
fördert. Im Gegensatz dazu besitzen PEI und die Dendrimere einen endosomoly-
tischen Mechanismus. Damit der niedere pH-Wert (5 bis 6,5) im Endosom in Gegen-
wart der positiv geladenen Polymere aufrecht erhalten werden kann, muss die 
Protonenpumpe vermehrt H+-Ionen in das Endosominnere transportieren. Dies geht 
mit einem passiven Chlorid Einstrom einher. Als Konsequenz des so entstandenen 
Ionenungleichgewichts kommt es zusätzlich zum Wassereinstrom vom Zytosol ins 
Endosom. Dadurch schwillt das Endosom bis zur osmotischen Lyse an (156). 
 
Tabelle 2:   Vergleichende Darstellung nonviraler und viraler Genvektoren 
 Nonviraler Vektor Viraler Vektor 
Effektivität des Gentransfers 
 
niedrig hoch 
Größe des Transgens 
 
unbeschränkt beschränkt durch Virushülle
Integration ins Wirtsgenom keine abhängig vom Virustyp 
 
Genexpression transient transient/persistent 
 
Immunogenität niedrig höher 
 
mehrmalige Applikation 
 
möglich beschränkt durch 
Immunogenität 
Risiko für den Patienten 
 
gering höher/abhängig vom 
Virustyp 
Aufwand in der Herstellung gering hoch 
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Fortsetzung von Tabelle 2:   Vergleichende Darstellung nonviraler und viraler 
Genvektoren 
 Nonviraler Vektor Viraler Vektor 
Sicherheitsstufe S1 mind. S2 
 
Kosten gering hoch 
 
 
 
2.7    Drug targeting 
 
Unter „drug targeting“ wird im Allgemeinen die zielgerichtete Applikation eines 
Medikaments verstanden, um dessen systemische Nebenwirkungen so weit wie 
möglich zu umgehen, bzw. zu minimieren. Besonders in der Gentherapie ist eine 
möglichst hohe Vektorkonzentration im Zielgewebe für eine effiziente Genexpression 
und somit für den therapeutischen Erfolg ausschlaggebend.  
 
2.7.1 Zellspezifisches drug targeting  
 
Um die Expression des Transgens auf bestimmte Zellen zu beschränken, können ge-
webespezifische Promoter in nonvirale und virale Vektoren eingebaut werden. Dies 
sind bestimmte DNA-Sequenzen, welche die Ablesehäufigkeit durch die RNA-Poly-
merase bestimmen und von zellspezifischen Faktoren abhängig sind (280).  
Des weiteren kann auch die Affinität des Vektors zur Zielzelle gesteuert werden. 
Während bei viralen Vektoren die Transduktion der Zielzelle vom natürlichen Tropis-
mus des Virus abhängt, kann durch den Einbau zellspezifischer Liganden wie z. B. 
Transferrin in einen nonviralen Vektor auch die Transfektion therapierelevant beein-
flusst werden (126).  
 
2.7.2 Lokoregionäres drug targeting 
 
Um den Gentransfer nicht allein auf bestimmte Zellen, sondern auf ein bestimmtes 
Gebiet im Körper des Patienten zu beschränken, stehen physikalische Möglichkeiten 
wie die Magnetofektion zur Verfügung. Dabei werden die Genvektoren mit magne-
tischen Nanopartikeln assoziiert, systemisch oder lokal appliziert und einem von 
außen einwirkenden Magnetfeld ausgesetzt. So können die Vektoren in einem be-
stimmten Körperkompartiment angereichert und der lokoregionäre Gentransfer ge-
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steigert werden (242). Auch Biomaterialen können als Arzneistoffträger bzw. Träger 
von Genvektoren eingesetzt werden. 
 
So haben sich z. B. Kollagenschwämme seit langem in der Medizin als hervorragen-
des Biomaterial etabliert. Durch ihre räumliche Struktur dienen sie Zellen und Blutge-
fäßen als optimale Leitschienen zum Einwachsen. Sie weisen genügend Stabilität 
auf, sind gut sterilisierbar und werden in vivo leicht durch Kollagenasen und Prote-
asen in biokompatible Spaltprodukte abgebaut (104). Aus diesem Grund werden sie 
vor allem als Hämostyptika und zur Förderung der Wundheilung eingesetzt (47). 
Auch als lokales Reservoir für Arzneimittel wie Antibiotika finden die Schwämme 
klinische Anwendung (265). 
 
Fang et al. sind die ersten, die Kollagenschwämme auch in der Gentherapie erfolg-
reich als Trägermaterial für DNA einsetzen und für das beschichtete Kollagen den 
Ausdruck „gene activated matrix“ (GAM) prägen (88). Sie beladen Kollagen-
schwämme mit Plasmiden, die für BMP-4 (bone morphogenic protein) und PTH 
(Parathormon) kodieren und erzielen so im Rattenmodell bessere und schnellere 
Frakturheilung. Folgestudien mit Hunden führen zu ähnlich guten Ergebnissen (35, 
115). Nicht nur nackte pDNA sondern auch Polyplexe und Lipoplexe sowie Adeno-
viren können auf Kollagenschwämme verbracht werden (225). Sowohl in vitro wie in 
vivo können die besten Gentransferergebnisse mit Kollagenschwämmen nach-
gewiesen werden, die mit Kopolymer-umhüllten Genvektoren beladen sind (243). Die 
Arbeitsgruppe um Ochiya setzen Atelokollagen in Form eines sogenannten „Mini-
pellets“ ein und erzielen damit in Muskelgewebe eine messbare Genexpression von 
bis zu 40 Tagen (221). 
 
Der besondere Vorteil des Kollagenschwamms als Trägermaterial im Rahmen der 
Gentherapie ist die protrahierte Freisetzung der DNA. Erst durch Einwandern von 
Zellen in das dreidimensionale Gerüst des Kollagenschwamms wird das rekom-
binante Plasmid phagozytotisch aufgenommen. Dadurch wird ein Gentransfer er-
reicht, der über längere Zeit hinweg aufrecht erhalten werden kann. Bis zu 56 Tagen 
nach Aufbringen des beladenen Kollagenschwamms auf adherenten NIH 3T3-Zellen 
kann in vitro die Genexpression des Reportergens von in den Schwamm einge-
wanderten Zellen nachgewiesen werden (243). Des Weiteren schützt das Kollagen 
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das eingebettete genetische Material vor enzymatischen Einflüssen, was den Einsatz 
geringerer Mengen an DNA ermöglicht (221).  
 
Im Rattenmodell können Scherer et al. (243) keine Unterschiede hinsichtlich der 
physiologischen Rekation auf beladene sowie unbehandelte Kollagenschwämme 
nachweisen. Drei Tage nach Implantation beginnen vor allem neutrophile Granulo-
zyten und Fibroblasten sich im Randbereich des Kollagenschwamms anzusiedeln. 
Bis zum Tag sieben post implantationem wird dieser Rand stetig dichter und 
Granulozyten wandern entlang der Kollagenfasern ins Innere des Schwamms ein. 
Erst 28 Tage nach Implantation ist der größte Teil des Kollagenschwamms resor-
biert. Da es somit einige Zeit benötigt, bis der Kollagenschwamm vollkommen abge-
baut und sämtliche DNA zur Transfektion zur Verfügung steht, kann ein weiterer 
Gentransfer durch Explantation des Schwammes unterbunden werden. Dadurch 
lässt sich gegebenenfalls eine progrediente Toxizität verhindern. 
 
2.8  Klinische Phase I-Studie 
 
Zur Erprobung eines neuen Medikaments gibt es international gültige Reglements, 
um einen standardisierten Vergleich gewährleisten zu können. Die international 
conference on harmonisation (ICH) hat für die Planung, Durchführung und Ver-
öffentlichung klinischer Studien verschiedene Richtlinien etabliert. Diese werden in 
die Qualitätsrichtlinien (Q-Topics), Sicherheitsrichtlinien (S-Topics), Effektivitäts-
richtlinien (E-Topics) und die multidisziplinären Richtlinien (M-Topics) unterteilt 
(http:://www.ich.org). 
Bevor ein Medikament die Zulassung zum therapeutischen Einsatz erhält, muss es in 
klinischen Studien (Phase I - III) erfolgreich erprobt sein. Ergebnisse, die in der Zell-
kultur und bei der Anwendung an Labortieren erzielt werden, dienen als Voraus-
setzung für die Planung und Durchführung einer Phase I-Studie. An dieser ersten 
klinischen Studienphase nimmt meist nur eine geringe Anzahl an Patienten teil. Ziel 
einer Phase I-Studie ist das Finden einer geeigneten Dosierung sowie das Testen 
des Medikaments hinsichtlich seiner Verträglichkeit und auftretender Nebenwir-
kungen. Die darauf folgende Phase II-Studie schließt bis zu mehrere hundert Patien-
ten ein und richtet ihr Augenmerk neben der Verträglichkeit des Medikaments vor 
allem auf die Wirksamkeit. Im Regelfall folgt dann eine Phase III-Studie mit mehreren 
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hundert bis tausend Patienten. Sie soll unter genau definierten Studienbedingungen 
die Wirksamkeit des Medikaments im Vergleich zu bisherigen Therapien untersuchen 
und beurteilen. Ihre Ergebnisse entscheiden über die Zulassung des Medikaments 
zum Markt. Sobald ein Medikament zugelassen ist folgt eine Phase IV-Studie.  
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN 
 
3.1  Material und Methoden 
 
3.1.1  Patientengut 
 
Zu Beginn der Studie wird an zahlreiche niedergelassene Tierärzte im Einzugsgebiet 
von München ein Informationsschreiben mit der Bitte um Überweisung geeigneter 
Patienten geschickt (Anhang 1). Des Weiteren wird die Studie auch im Internet unter 
www.fibrosarkom.de vorgestellt. Interessierte Besitzer können dann telefonisch mit 
den betreuenden Doktorandinnen Kontakt aufnehmen und einen Termin zur Vor-
stellung des Patienten vereinbaren. Dabei werden bereits erste anamnestische 
Daten erhoben, um schon vorab eventuelle Ausschlusskritierien abklären zu können. 
Bei der ersten klinischen Vorstellung erfolgt ein eingehendes persönliches Gespräch 
mit dem Patientenbesitzer, in dem die Behandlung und die eventuellen Nebenwir-
kungen, der genaue Ablauf sowie das Ziel der Studie detailliert besprochen werden. 
Stellvertretend für den behandelnden Chirurgen wird auch über ein eventuelles 
Narkoserisiko aufgeklärt. Die besprochenen Informationen werden abschließend 
ebenfalls in schriftlicher Form ausgehändigt (Anhang 2). Der Besitzer wird aus-
drücklich darauf hingewiesen, dass die im Rahmen der Studie anfallenden Kosten 
nur von dem Forschungsprojekt getragen werden, wenn ein zuverlässiges Wieder-
vorstellen des Patienten an fest definierten Nachkontrollterminen wahrgenommen 
wird. Ansonsten müssen dem Besitzer die bis dahin angefallenen Kosten in 
Rechnung gestellt werden. Wenn der Besitzer sein schriftliches Einverständnis zur 
Studienteilnahme (Anhang 3) gibt, folgt die Eingangsuntersuchung, die über eine 
endgültige Aufnahme der Katze in die Studie entscheidet. 
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3.1.2  Einschlusskriterien in die Studie 
 
Als fest definierte Einschlusskriterien gelten folgende Punkte: 
• Der Tumor muss von der klinischen Untersuchung ausgehend ein 
Fibrosarkom sein. 
• Der Tumor muss am Rumpf lokalisiert sein. 
• Der Tumor muss von der klinischen Untersuchung ausgehend in einer Sitzung 
erfolgreich resezierbar sein. 
• Das Tier muss, abgesehen von der Tumorerkrankung, eine Lebenserwartung 
von über einem Jahr haben. 
• Der Besitzer muss sich per Unterschrift zur Teilnahme an der Studie bereit 
erklären. 
Für die Aufnahme in die Studie ist weder Alter, Rasse noch Geschlecht der Katze 
entscheidend. Ebenso ist es für die Aufnahme nicht von Bedeutung, ob das Tier mit 
einem Primärtumor vorgestellt wird oder bereits ein oder mehrere Male operativ 
vorbehandelt ist. 
 
3.1.3  Ausschlusskriterien aus der Studie 
 
Eine Aufnahme in die Studie kann nicht erfolgen, wenn nachstehende Punkte auf 
den Patienten zutreffen: 
• Bei der Operation ist eine Gliedmaßenamputation oder Eröffnung einer 
Körperhöhle erforderlich. 
• Das Tier ist vorbehandelt mit einer Chemo-, Gen- oder Strahlentherapie. 
• Die Katze ist innerhalb der letzten sechs Wochen vor der Erstvorstellung mit 
Immunsuppressiva behandelt worden. 
• Laut der Krankengeschichte liegt bereits eine andere Tumorerkrankung vor. 
• Durch die klinische Untersuchung ergeben sich Hinweise auf das Vorliegen 
von Metastasen. 
• Die Katze ist trächtig. 
• Es liegt ein positiver FeLV- oder FIV-Test vor. 
• Die Katze ist hochgradig aggressiv und nur unter Sedation zu behandeln. 
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3.1.4  Aufnahmeuntersuchung am Tag 0 (d0) 
 
Zu Beginn erfolgt eine eingehende klinische Allgemeinuntersuchung. Dabei werden 
neben Habitus und Verhalten folgende Daten erhoben: Körpertemperatur, Gewicht, 
Schleimhautfarbe, kapilläre Füllungszeit (KFZ), Hautturgor, Herzfrequenz und Herz-
auskultation, Atemfrequenz und Lungenauskultation, Palpation des Abdomens, 
Palpation der Lnn. mandibulares und Lnn. poplitei, Palpation der Schilddrüse. Alle 
Daten werden sorgfältig in einem vorgefertigten Formblatt notiert (Anhang 4). Dann 
wird der Tumor vermessen und hinsichtlich Lage, Größe und Beschaffenheit 
beurteilt. 
Röntgenbilder des Thorax l/l links- und rechtsanliegend sowie v/d und eine laterale 
rechtsanliegende Abdomenaufnahme werden angefertigt. Durch eine eingehende 
Ultraschalluntersuchung werden Leber, Milz, Nieren, Blase sowie der Gastrointes-
tinaltrakt ebenfalls im Rahmen des Tumorscreenings beurteilt. 
Nach manueller Fixation der Katze erfolgt über eine angeschliffene Kanüle 
(Sterican®; 0,9 x 40 mm; Braun; Melsungen) aus der Vena cephalica antebrachii oder 
der Vena saphena die Blutentnahme. Es werden ca. 1 - 1,5 ml Vollblut in einem 2-ml-
Kalium-EDTA beschichteten Röhrchen (Sarstedt; Nümbrecht) und ca. 2 - 3 ml Serum 
in einem 5-ml-Serumröhrchen (Sarstedt; Nümbrecht) gewonnen. Im Labor der 
Medizinischen Kleintierklinik werden aus dem Vollblut über ein Gerät (Cell-Dyn® 
3500R, Abbott Laboratories; Chicago, Illinois; USA) folgende Parameter bestimmt: 
Erythrozytenanzahl, Hämatokrit, Hämoglobin, verschiedene Erythrozytenindices 
(MCV, MCHC, MCH) und die Gesamtleukozytenzahl. Das Differenzialblutbild mit 
Anzahl der neutrophilen (stabkernige und segmentkernige), eosinophilen sowie 
basophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten wird über einen 
Blutausstrich per Hand ermittelt. Die Thrombozytenanzahl wird von Hand in einer 
Zählkammer bestimmt. 
Aus dem Serum werden ebenfalls im Labor der Medizinischen Kleintierklinik die 
nachstehenden Parameter bestimmt (Automatic Analyzer Hitachi® 911; Roche 
Diagnostics; Indianapolis; USA): Aspartat-Amino-Transferase (AST), Alkalische 
Phosphatase (AP), Gesamtbilirubin, Gesamteiweiß, Albumin, Harnstoff, Kreatinin, 
Glucose, Fruktosamin, Serumgallensäuren, Thyroxin (T4), Elektrolyte (P, Cl, Na, K, 
Ca), sowie der FeLV- und FIV-Titer. Vollblut, das nach Bestimmung der oben 
aufgeführten Werte übrig bleibt, wird zentrifugiert (5 min bei 4000 U/min) und das so 
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gewonnene Plasma wird mit einer Einmalpipette in ein 2-ml-Eppendorf-Hütchen ab-
pipettiert und bei –70°C für weitere Untersuchungen eingefroren. Auch verbliebenes 
Serum wird bei der selben Temperatur asserviert. 
Wenn die Katzen alle Einschlusskriterien erfüllen und keine Gründe für einen 
Studienausschluss vorliegen, werden die Tiere endgültig in die Studie aufgenommen 
und für die am nächsten Tag anstehende Operation stationär in der Medizinischen 
Kleintierklinik untergebracht. 
 
3.1.5  Operationsvorbereitung am Tag 1 (d1) 
 
Nach einer eingehenden klinischen Untersuchung wird den Tieren je nach Lage des 
Tumors ein venöser Zugang mit Hilfe eines Venenkatheters (Vasofix®; 0,9 x 25 mm; 
Braun; Melsungen) in der Vena cephalica antebrachii oder der Vena saphena gelegt. 
Der Venenkatheter wird mit einem Klebestreifen an der Gliedmaße der Katze 
befestigt und mit einem Verband geschützt. Den Tieren wird Amoxicillin-
Clavulansäure (Augmentan®; GlaxoSmithKline; Beecham Pharma; München) in einer 
Dosis von 12,5 mg/kg KGW zur antibiotischen Versorgung i.v. verabreicht. Zur 
präemptiven Analgesie wird den Katzen je nach Größe und zu erwartender 
Schmerzhaftigkeit der Operation Buprenorphin (Temgesic®; Essex; München) in 
einer Dosis von 0,005 - 0,01 mg/kg KGW ebenfalls i.v. appliziert.  
Die Tiere werden im wachen Zustand in die Chirurgische Tierklinik der LMU 
München überwiesen. Die Narkoseeinleitung erfolgt mit Diazepam 0,2 mg/kg KGW  
i.v. (Diazepam-ratiopharm® 10; ratiopharm; Ulm) und Propofol 6 - 8 mg/kg KGW i.v. 
(Rapinovet®; Essex; München). In Narkose wird den Katzen nun ein Tubus in die 
Trachea gelegt und mit einer Mullbinde am Schädel fixiert. 
Das Operationsfeld wird großflächig ausgeschoren und mit einer jodhaltigen Lösung 
(Betaisodona®; Mundipharma; Limburg) desinfiziert. Im Operationssaal erfolgt eine 
Inhalationsnarkose mit Sauerstoff (medizinischer Sauerstoff®; Linde; Höllriegels-
kreuth) und je nach Wirkung mit 1,0 - 3,0 % Isofluran (IsoFlo®; Essex; München). 
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3.1.6  Operation und Implantation des Kollagenschwamms  
 
Alle Tiere werden nach dem selben Operationsschema und vom selben Operateur 
(Prof. Dr. R. Köstlin) in der Chirurgischen Tierklinik der LMU München operiert. Mit 
einem Skalpell wird die Haut um den Tumor herum ellipsoid aufgeschnitten und der 
Tumor en bloc nach Möglichkeit mit 3 cm im gesunden Gewebe reseziert. Wenn die 
anatomische Lage des Tumors keine ausreichende Resektionstiefe erlaubt, wird nur 
die darunter liegende gesunde Gewebeschicht mit entfernt. In Fällen, in denen der 
Tumor nahe an knöchernen Strukturen wie der Wirbelsäule oder den Rippen liegt, 
erfolgt die Resektion der entsprechenden Dornfortsätze und Rippen. Nach erfolg-
reicher Tumorexstirpation wird ein 4,5 x 5 cm großer Kollagenschwamm (Tachotop®; 
Nycomed; München) aus seiner sterilen Verpackung (mit einem Paraffinband 
verschlossene Petrischale) genommen und an der tiefsten Stelle des Tumorbetts 
implantiert. Der Kollagenschwamm ist mit drei verschiedenen Plasmiden beladen, die 
jeweils für feIL-2, feGM-CSF und feIFNγ kodieren. Die Wunde wird anschließend mit 
einer Naht in drei Schichten verschlossen. Als Nahtmaterial wird ein Polyglactin-
Faden 2-0; V326 (Vicryl®; Ethicon; Norderstedt) für die Muskel- und Unterhautnaht 
und ein Polypropylen-Faden der Stärke 4-0; EH 7692 (Prolene®; Ethicon) für die 
Hautnaht verwendet. 
Vor Implantation trennt der Operateur mit einer Schere einen ca. 0,5 cm breiten 
Streifen an einem Ende des Kollagenschwamms ab. Dieses Stück wird wieder in die 
Petrischale zurückgelegt, mit einem Paraffinstreifen luftdicht verschlossen und für 
weitere In-vitro-Untersuchungen bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
Der resezierte Tumor wird in der Mitte auseinander geschnitten. Von der Schnitt-
fläche wird mit einem Skalpell Zellmaterial abgetragen und auf einen Objektträger 
verbracht. Dieser wird dann im Labor der Medizinischen Kleintierklinik mittels einer 
modifizierten Whright-Färbung eingefärbt und mikroskopisch befundet. 
Die eine Hälfte des Tumors wird in ein Gefäß mit 4 %igem Formalin gelegt und zur 
histopathologischen Untersuchung an Prof. Dr. W. Hermanns im Institut für Tier-
pathologie der LMU München geschickt. Die andere Hälfte wird für das Institut für 
experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universität 
München im Gefrierschrank bei -70°C asserviert. 
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3.1.7  Postoperative Versorgung 
 
Die Tiere werden noch in der Chirurgischen Tierklinik extubiert und im schlafenden 
Zustand in die Medizinische Kleintierklinik verbracht. Dort wird die Aufwachphase 
genau überwacht. Zur postoperativen Flüssigkeitssubstitution erhalten die Katzen 
150 ml warme Ringerlösung mit 5 ml/kg/h. Am Abend des Operationstages werden 
die Tiere wieder langsam angefüttert und bleiben noch über Nacht und den 
folgenden Tag (d2) unter stationärer Betreuung. Während dieser Zeit erhalten sie 
eine antibiotische und analgetische Versorgung wie sie bereits oberhalb beschrieben 
wurde. Am Tag der Entlassung (d3) wird den Tieren noch einmal Vollblut und Serum 
abgenommen und wie bei einem Nachkontrolltermin labordiagnostisch untersucht 
(Anhang 5 stellvertretend für alle Nachuntersuchungen außer d360). Bei Abholung 
der Tiere wird den Besitzern für weitere fünf Tage eine Antibiose in Tablettenform in 
bereits genannter Dosis (Synulox®; Pfizer; Karlsruhe) und ein nichtsteroidales 
Antiphlogistikum (Metacam®; 1,5 mg/ml Suspension; Boehringer; Ingelheim) zur 
häuslichen Therapie mitgegeben. Die Dosis für Meloxicam beträgt 0,3 mg/kg für den 
ersten Tag sowie 0,1 mg/kg für weitere vier Tage. 
 
3.1.8  Nachuntersuchungen 
 
Die in die Studie aufgenommenen Tiere müssen innerhalb vorher definierter Zeitab-
stände zu Kontrollterminen wieder in der Medizinischen Kleintierklinik der LMU 
München vorgestellt werden. Dabei bezieht sich der Tag der Nachuntersuchung 
immer auf den Operationstag, z. B. Tag 7 (d7) bedeutet sieben Tage nach der 
Operation. 
Die Nachkontrollen finden an folgenden Tagen statt: d7, d14, d42, d90, d180, d270 
und die Abschlussuntersuchung am d360. Mit Einführung der Dosis III erfolgen auch 
an den Tagen d21 und d28 Nachkontrollen, wobei der d28 auf freiwilliger Basis 
erfolgt, um eine Mehrbelastung von Tieren und Besitzern, die eine längere Anfahrt 
auf sich nehmen müssen, zu vermeiden. 
Bei jedem Nachkontrolltermin erfolgt eine eingehende klinische Allgemeinunter-
suchung (s. d0) sowie eine genaue Palpation und Dokumentation der Wunde und 
des Heilungsverlaufs. Alle erhobenen Daten werden in ein Formblatt eingetragen 
(Anhang 5). Des Weiteren wird bei jedem Kontrolltermin, wie bei der Aufnahme-
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untersuchung beschrieben, Vollblut und Serum abgenommen. Die zu bestimmenden 
Laborparameter sind die gleichen wie an d0 ohne FIV- und FeLV-Test und Bestim-
mung des T4-Wertes. Wenn das Tier ein Jahr nach der Operation noch rezidivfrei ist 
erfolgt am d360 die Abschlussuntersuchung, die alle klinischen und labordiagnos-
tischen Parameter der Aufnahmeuntersuchung mit einschließt (Anhang 6). Wenn ein 
Tier innerhalb des einjährigen Beobachtungszeitraums ein Rezidiv oder Metastasen 
entwickelt, ist die Studie für das Tier beendet und es muss nicht mehr an den noch 
ausstehenden Nachuntersuchungsterminen vorgestellt werden. Sofern ein Tier 
innerhalb der Studienteilnahme verstirbt oder euthanasiert werden muss, werden die 
Besitzer um die Erlaubnis zur Sektion gebeten. Wenn der Besitzer einwilligt, wird der 
Tierkörper in das Institut für Tierpathologie der LMU München zur pathologischen 
Untersuchung überstellt. 
 
3.1.9   Die CTC-Tabelle 
 
Im Jahr 1982 gibt das National Cancer Institute (NCI) die erste Auflistung der 
common toxicity criteria (CTC-Tabelle) heraus, um Nebenwirkungen im Rahmen der 
Erprobung neuer Medikamente und Therapien von Krebspatienten einheitlich beur-
teilen zu können. Seither werden vom NCI zwei neue Versionen veröffentlicht. Im 
März 1999 die Version 2.0 und im Dezember 2003 die Version 3.0, die der CTC-
Tabelle den neuen Namen common terminology criteria for adverse events (CTCAE) 
gibt. Unter der Internetadresse http://ctep.cancer.gov kann die jeweils aktuelle 
Version sowie weitere Zusatzinformationen heruntergeladen werden. Die vorliegende 
Arbeit nimmt die CTC-Tabelle Version 2.0 als Grundlage und übernimmt die 
veterinärmedizinisch relevanten Modifizierungen, die bereits von Wieland in einer 
Vorläuferstudie etabliert (285) und von anderen parallelen Studien ebenfalls als 
Grundlage herangezogen werden. Als einzige Veränderung zu eben genannter CTC-
Tabelle wird die Nebenwirkung „Reaktion an der Injektionsstelle“ unter der Kategorie 
„Haut“ aus der Beurteilung herausgenommen, da in vorliegender Arbeit nichts ins 
Tumorbett injiziert, sondern ein Kollagenschwamm implantiert wird. So enthält die für 
diese Studie verwendete CTC-Tabelle 66 Nebenwirkungen, die unter 16 Kategorien 
zusammengefasst werden. Um das Befinden eines jeden Patienten beurteilen zu 
können, wird ebenfalls wie bei Wieland der modifizierte Karnofsky-Index nach Kuffer 
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verwendet (170). Als Referenzwerte werden die von Kraft und Dürr 1999 veröffent-
lichten Werte herangezogen (168). 
 
Die CTC-Tabelle sieht eine Einteilung von definierten Nebenwirkungen in die 
folgenden fünf Gradstufen vor: 
Grad 0: Keine Nebenwirkung oder der gemessene Parameter liegt innerhalb des        
Referenzbereichs.                                                    
Grad 1: Geringfügige vorübergehende Nebenwirkung, der gemessene Parameter 
liegt außerhalb des Referenzbereichs, keine Behandlung erforderlich. 
Grad 2: Mäßige Nebenwirkung, die durch eine schwache therapeutische Inter-                   
vention abgemildert werden kann. 
Grad 3: Schwerwiegende Nebenwirkung, der gemessene Parameter liegt deutlich 
außerhalb des Referenzbereichs, ein therapeutisches Eingreifen und eine eventuelle 
stationäre Aufnahme sind erforderlich. 
Grad 4: Lebensbedrohliche Nebenwirkung, der gemessene Parameter liegt weit 
außerhalb des Referenzbereichs, eine stationäre Aufnahme ist unumgänglich. 
 
Jede therapiebedingte Nebenwirkung ist in der CTC-Tabelle zu verzeichnen. Sofern 
eine Nebenwirkung auftritt, die nicht aufgelistet ist, ist diese unter der Kategorie 
„Andere“ zu vermerken. Wenn eine Nebenwirkung während der Therapie mehrere 
Male beobachtet wird, ist nur der Grad der schwerwiegendsten Nebenwirkung zu 
erwähnen.  
 
Um beurteilen zu können in wie weit eine beobachtete Nebenwirkung wahrscheinlich 
mit der vorgenommenen Therapie in Zusammenhang steht, gibt es die sogenannten 
CTC-Korrelationsgrade. Diese sehen eine Einteilung in fünf Stufen mit absteigender 
Reihenfolge vor: 
Korrelationsgrad 5: Die auftretende Nebenwirkung steht sicher in Zusammenhang            
mit der Therapie.  
Korrelationsgrad 4: Die auftretende Nebenwirkung steht wahrscheinlich mit der 
Therapie in Zusammenhang. 
Korrelationsgrad 3: Die auftretende Nebenwirkung ist vielleicht auf die Therapie 
zurückzuführen. 
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Korrelationsgrad 2: Die auftretende Nebenwirkung steht wahrscheinlich nicht mit 
der Therapie in Zusammenhang. 
Korrelationsgrad 1: Die auftretende Nebenwirkung ist sicher nicht auf die Therapie 
zurückzuführen. 
 
Auch wenn es üblich ist, eine Grad 3-Nebenwirkung als dosislimitierende Toxizität 
anzusehen, wird die Definition einer dosislimitierenden Nebenwirkung allein durch 
das jeweilige Therapieprotokoll bestimmt. Dies liegt darin begründet, dass schwer-
wiegendere Nebenwirkungen innerhalb einer möglicherweise kurativen Therapie 
akzeptiert werden können, während dies bei palliativen Therapieversuchen nicht der 
Fall ist. 
 
 
Tabelle 3:   Parameter der CTC-Tabelle und die entsprechenden CTC-Nebenwir-        
                   kungsgrade 
ALLERGISCHE 
REAKTION 
 CTC-Grad 
Hypersensitivität keine 0 
 vorübergehender Hautausschlag, Fieber 
aufgrund der durchgeführten Gentherapie  
< 39,5°C 
1 
 Urtikaria, Fieber aufgrund der 
durchgeführten Gentherapie > 39,5°C 
2 
 symptomatischer Bronchospasmus, 
parenterale Medikation erforderlich, mit od. 
ohne Urtikaria, allergiebedingtes Ödem 
3 
 Anaphylaxie 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
BLUT  CTC-Grad 
Erythrozyten  5,0 - 10,0 0 
[x1012/l] 3,8 - < 5,0 1 
 2,5 - < 3,8 2 
 1,7 - < 2,5 3 
 < 1,7 4 
Hämoglobin (Hb)  9,0 - 15,0 0 
[g/dl] 7,0 - < 9,0 1 
 5,0 - < 7,0 2 
 3,5 - < 5,0 3 
 < 3,5 4 
Hämatokrit (Hkt)  0,3 - 0,44 0 
[l/l] 0,22 - < 0,3 1 
 0,13 - < 0,22 2 
 0,10 - < 0,13 3 
 < 0,10 4 
Thrombozytose  180 - 550 0 
[x109/l] > 550 - 1000 1 
 > 1000 2 
 - 3 
 - 4 
Thrombozytopenie  180 - 550 0 
[x109/l] 90 - < 180 1 
 30 - < 90 2 
 10 - < 30 3 
 < 10 4 
Leukozyten (gesamt) 6,0 - 11,0 0 
[x109/l] 4,5 - < 6,0 1 
 2,0 - < 4,5 2 
 0,5 - < 2,0 3 
 < 0,5 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
BLUT  CTC-Grad 
Lymphozytose 1000 - 4000 0 
[x106/l] > 4000 - 10000 1 
 > 10000 2 
 - 3 
 - 4 
Lymphozytopenie  1000 - 4000 0 
[x106/l] 800 - < 1000 1 
 500 - < 800 2 
 < 500 3 
 - 4 
Stabkernige Neutrophilie  0 - 600 0 
[x106/l] > 600 - 3000 1 
 > 3000 2 
 - 3 
 - 4 
Segmentkernige  3000 - 11000 (- 18000 erregt) 0 
Neutropenie 2000 - < 3000 1 
[x106/l] 1000 - < 2000 2 
 500 - < 1000 3 
 < 500 4 
Eosinophilie 40 - 600 0 
[x106/l] > 600 - 3000 1 
 ≥ 3000 2 
 - 3 
 - 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
HERZ-KREISLAUFSYSTEM  CTC-Grad 
Kapilläre Füllungszeit ≤ 2 sec. 0 
 > 2 sec. 1 
 - 2 
 - 3 
 - 4 
Schleimhautfarbe blass-rosarot 0 
 - 1 
 blass, gerötet 2 
 andere Verfärbungen 3 
 - 4 
KONSTITUTION  CTC-Grad 
Modifizierter Karnofsky- 100, ungestört 0 
Index nach Kuffer 90 - <100, geringgradig gestört jedoch  1 
[%] keine Änderung der Aktivität, die Katze  
 zeigt normales Sozial-, Fress- und   
 Ruheverhalten  
 60 - < 90, reduziert, Spiel-, Sozial-,  2 
 Fress- und Ruheverhalten reduziert, die   
 Aktivität ist eingeschränkt  
 10 - < 60, hochgradig gestört, gestörtes 3 
 Spiel- und Sozialverhalten, keine Futter-  
 aufnahme, pflegebedürftig  
 < 10, Seitenlage, akute Lebensgefahr 4 
Körpertemperatur 38,0 - 39,0 0 
[°C] > 39,0 - 39,5 1 
 > 39,5 - 40,5 2 
 > 40,5 nicht länger als 24 h 3 
 > 40,5 länger als 24 h 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
KONSTITUTION  CTC-Grad 
Gewichtszunahme < 5 0 
[%] 5 - 10 1 
 > 10 - 20 2 
 > 20 3 
 - 4 
Gewichtsverlust < 5 0 
[%] 5 - 10 1 
 > 10 - 20 2 
 > 20 3 
 - 4 
HAUT  CTC-Grad 
Infizierte Wundheilungs- keine 0 
störungen Gewebsentzündung mit unspezifischen 1 
 Entzündungszeichen  
 oberflächliche Infektion 2 
 starke Infektion 3 
 in die Tiefe reichende Wundinfektion 4 
Nichtinfizierte Wundhei- keine 0 
lungsstörungen geringgradige Nahtdehiszenz der Hautnaht 1 
 Nahtdehiszenz bei intakter Unterhautnaht 2 
 Nahtdehiszenz auch der Unterhautnaht, 3 
 kein Organvorfall  
 Nahtdehiszenz auch der Unterhautnaht mit 4 
 Organvorfall  
MAGEN-DARM-TRAKT  CTC-Grad 
Anorexie keine 0 
 geringer Appetitverlust 1 
 deutlicher Appetitverlust, manuelle  2 
 Fütterung notwendig  
 Zwangsfütterung notwendig 3 
 parenterale Ernährung erforderlich 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
MAGEN-DARM-TRAKT  CTC-Grad 
Obstipation keine 0 
 kein Kotabsatz über mehr als 24 h 1 
 Behandlung mit Klistier nötig 2 
 Spülung nötig 3 
 operativer Eingriff nötig 4 
Diarrhoe keine 0 
 weicher Kot weniger als viermal am Tag 1 
 weicher Kot häufiger als viermal am Tag 2 
 wässriger Kot häufiger als viermal am Tag 3 
 Infusionstherapie erforderlich und/oder  
 Elektrolytsubstitution  
 - 4 
Emesis keine 0 
 einmal in 24 h 1 
 zwei- bis fünfmal in 24 h 2 
 mehr als sechsmal in 24 h, Infusions- 3 
 therapie erforderlich  
 parenterale Ernährung erforderlich, 4 
 Volumenmangelschock  
Palpation des Abdomens unauffällig 0 
 geringgradige Abwehrspannung 1 
 mittelgradige Abwehrspannung 2 
 Abwehrbewegungen bei Palpation 3 
 Schmerzäußerungen bei Palpation 4 
BLUTUNGEN  CTC-Grad 
Epistaxis keine 0 
 schwach, keine Transfusion erforderlich 1 
 - 2 
 stark, Transfusion erforderlich 3 
 unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
BLUTUNGEN  CTC-Grad 
Hämatemesis keine 0 
 schwach, keine Transfusion erforderlich 1 
 - 2 
 stark, Transfusion erforderlich 3 
 unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4 
Meläna kein Blut im Kot 0 
 schwach, keine Transfusion erforderlich 1 
 - 2 
 stark, Transfusion erforderlich 3 
 unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4 
LEBER  CTC-Grad 
Aspartat-Amino- ≤ 30 0 
Transferase (AST) > 30 - 75 1 
[IU/l] > 75 - 150 2 
 > 150 - 600 3 
 > 600 4 
Alanin-Amino-Transferase ≤ 70 0 
(ALT) > 70 - 175 1 
[IU/l] > 175 - 350 2 
 > 350 - 1400 3 
 > 1400 4 
Hyperbilirubinämie ≤ 3,4 0 
[µmol/l] > 3,4 - 33,9 1 
 > 33,9 - 67,8 2 
 > 67,8 - 101,7 3 
 > 101,7 4 
Hypoalbuminämie 26 - 56 0 
[g/l] 22 - < 26 1 
 18 - < 22 2 
 < 18 3 
 - 4 
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Fortsetzung von Tabelle  3  
STOFFWECHSEL  CTC-Grad 
Hypertriglyzeridämie 0,29 - 3,88 0 
[mmol/l] 3,88 - 9,7 1 
 > 9,7 - 19,4 2 
 > 19,4 - 38,8 3 
 > 38,8 4 
Hyperglykämie 3,1 - 6,9 0 
[mmol/l] > 6,9 - 17,25 1 
 > 17,25 - 34,5 2 
 > 34,5 - 69 3 
 > 69 4 
Fructosamin ≤ 340 0 
[µmol/l] > 340 1 
 - 2 
 - 3 
 - 4 
NERVENSYSTEM  CTC-Grad 
Ataxie keine 0 
 geringgradige Symptome mit Beeinträchti- 1 
 gung des Bewegungsablaufes  
 milde Symptome mit Störungen des Bewe- 2 
 gungsablaufes  
 mittelgradige Symptome, starkes Schwanken 3 
 und Umfallen  
 kein Stehvermögen 4 
Bewusstseinstrübung keine 0 
 - 1 
 Bewusstseinsstörung, Sedation 2 
 Benommenheit, Aufwecken möglich 3 
 Koma, kein Aufwecken möglich 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
NERVENSYSTEM  CTC-Grad 
Nystagmus nicht vorhanden 0 
 - 1 
 - 2 
 vorhanden 3 
 - 4 
Synkope nicht vorhanden 0 
 - 1 
 - 2 
 vorhanden 3 
 - 4 
Tremor nicht vorhanden 0 
 mild und kurz anhaltend oder periodisch 1 
 mittelgradig, keine Störung der physiolo- 2 
 gischen Aktivität  
 hochgradige Störung der physiologischen 3 
 Aktivität  
 - 4 
AUGE  CTC-Grad 
Katarakt nicht vorhanden 0 
 milde Symptome 1 
 mittelgradige Symptome 2 
 Erblindung 3 
 - 4 
Konjunktivitis nicht vorhanden 0 
 milde Symptome 1 
 mittelgradige Symptome 2 
 Erblindung 3 
 - 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
AUGE  CTC-Grad 
Trockenes Auge normal 0 
 milde Symptome, keine Behandlung nötig 1 
 mittelgradige Symptome, medikamentöse 2 
 Behandlung erforderlich  
 - 3 
 - 4 
Keratitis nicht vorhanden 0 
 milde Symptome 1 
 mittelgradige Symptome 2 
 hochgradige Symptome 3 
 - 4 
Tränenfluss normal 0 
 milde Symptome, keine Beeinflussung der 1 
 Augenfunktion  
 mittelgradige Symptome, Beeinflussung 2 
 der Augenfunktion  
 - 3 
 - 4 
ATMUNGSAPPARAT  CTC-Grad 
Apnoe nicht vorhanden 0 
 - 1 
 - 2 
 Apnoe episodenhaft vorhanden 3 
 Apnoe dauerhaft vorhanden, Intubation 4 
 und Beatmung erforderlich  
Tussis nicht vorhanden 0 
 milde Symptome 1 
 mittelgradige Symptome, Therapie 2 
 erforderlich  
 schwerer Husten, therapeutisch nicht zu  3 
 beeinflussen  
 - 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3  
ATMUNGSAPPARAT  CTC-Grad 
Dyspnoe normale Atmung 0 
 - 1 
 Dyspnoe in Bewegung 2 
 Dyspnoe in Ruhe 3 
 - 4 
Lungenauskultation kein Atemgerräusch 0 
 röntgenologische Veränderungen, klinisch 
ohne Symptome, geringgradiges Atemge- 
1 
 räusch  
 röntgenologische Veränderungen, milde  2 
 klinische Symptome, Sterodie oder Diuretika  
 erforderlich, mittelgradiges Atemgeräusch  
 röntgenologische Veränderungen, deutliche 3 
 klinische Symptome, Steroide, Diuretika und   
 Sauerstoffbehandlung erforderlich, deutlich  
 obstruktives Atemgeräusch  
 röntgenologische Veränderungen, schwere 4 
 klinische Symptome, Steroide, Diuretika und   
 Sauerstoffbehandlung und Intubation 
erforderlich 
 
 hochgradiges Atemgeräusch  
NIERE  CTC-Grad 
Kreatinin 0 - 168 0 
[µmol/l] > 168 - 252 1 
 > 252 - 504 2 
 > 504 - 1008 3 
 > 1008 4 
Hämoglobinurie nicht vorhanden 0 
 vorhanden 1 
 - 2 
 - 3 
 - 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
NIERE  CTC-Grad 
Inkontinenz keine 0 
 - 1 
 - 2 
 unkontrollierter Harnabsatz 3 
 - 4 
Nierenversagen kein 0 
 - 1 
 - 2 
 Nierenversagen reversibel nach Infusions- 3 
 therapie  
 Nierenversagen irreversibel nach Infusions- 4 
 therapie  
Harnabsatz normal 0 
 vermehrter Harnabsatz 1 
 deutlich vermehrter Harnabsatz 2 
 - 3 
 - 4 
Harnretention keine 0 
 - 1 
 Katheterisierung ≤ viermal pro Woche 2 
 Katheterisierung > viermal pro Woche 3 
 Blasenruptur 4 
ELEKTROLYTE  CTC-Grad 
Hyperphosphatämie 1,0 - 2,4  0 
[mmol/l] > 2,4 - 2,6 1 
 > 2,6 - 3,0 2 
 > 3,0 - 3,5 3 
 > 3,5 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
ELEKTROLYTE  CTC-Grad 
Hypophosphatämie 1,0 - 2,4 0 
[mmol/l] 0,8 - < 1,0 1 
 0,6 - < 0,8 2 
 0,3 - < 0,6 3 
 < 0,3 4 
Hyperchlorämie 100 - 124 0 
[mmol/l] > 124 - 130 1 
 > 130 - 135 2 
 > 135 - 140 3 
 > 140 4 
Hypochlorämie 100 - 124 0 
[mmol/l] 95 - < 100 1 
 85 - < 95 2 
 80 - < 85 3 
 < 80 4 
Hypernatriämie 146 - 165 0 
[mmol/l] > 165 - 170 1 
 > 170 - 175 2 
 > 175 - 180 3 
 > 180 4 
Hyponatriämie 146 - 165 0 
[mmol/l] 130 - < 146 1 
 - 2 
 120 - < 130 3 
 < 120 4 
Hyperkaliämie 3,5 - 5,6 0 
[mmol/l] > 5,6 - 6,0 1 
 > 6,0 - 6,5 2 
 > 6,5 - 7,5 3 
 > 7,5 4 
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Fortsetzung von Tabelle 3   
ELEKTROLYTE  CTC-Grad 
Hypokaliämie 3,5 - 5,6 0 
[mmol/l] 3,0 - < 3,5 1 
 - 2 
 2,5 - < 3,0 3 
 < 2,5 4 
Hyperkalzämie 2,3 - 3,0 0 
[mmol/l] > 3,0 - 3,2 1 
 > 3,2 - 3,4 2 
 > 3,4 - 3,6 3 
 > 3,6 4 
Hypokalzämie 2,3 - 3,0 0 
[mmol/l] 2,0 - < 2,3 1 
 1,75 - < 2,0 2 
 1,5 - < 1,75 3 
 < 1,5 4 
 
 
3.1.10   Beladung der Kollagenschwämme mit der jeweiligen Plasmidmenge 
 
Von Mitarbeitern des Instituts für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung 
der TU München werden die Kollagenschwämme mit verschiedenen Mengen an 
pDNA beladen. Für die vorliegende Phase I-Studie werden vier verschiedene Dosis-
stufen eingesetzt:  
 
Dosis I   :   75 µg von jedem Plasmid 
Dosis II  : 150 µg von jedem Plasmid 
Dosis III : 300 µg von jedem Plasmid 
Dosis IV : 600 µg von jedem Plasmid 
 
Die angegebene Menge bezieht sich auf das jeweilige Plasmid. Da die Kollagen-
schwämme mit drei verschiedenen Plasmiden beladen werden, die für die felinen 
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Zytokine feGM-CSF, feIL-2 und feIFNγ kodieren, ist die Gesamtmenge an Plasmid 
das 3-fache der jeweiligen Dosis.  
Als Trägermedium werden die kommerziell erhältlichen Schwämme aus Pferde-
kollagen (Tachotop®, Nycomed, München) verwendet. Die verschiedenen Plasmide 
werden von der Firma Plasmid Factory (Bielefeld) als jeweils eine endotoxinfreie 
Charge hergestellt. Das jeweilige feline Zytokin ist bereits vorher im Labor des 
Instituts für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung kloniert worden (251). 
Gemäß einer von Scherer et al. beschriebenen Methode (243) werden gleiche 
Volumina an pDNA, PEI und einem schützenden Hüllpolymer (P6YE5C) zu einer 
Lösung gemischt. Diese wird dann auf den Kollagenschwamm aufpipettiert und vier 
Stunden lang inkubiert. Nach der Inkubation werden die Schwämme im Lyophilisator 
bei 10 µbar einem kurzzeitigen Vakuum ausgesetzt. Durch plötzliches Belüften der 
Vakuumkammer erfolgt das sogenannte „vacuum loading“, wodurch sich der 
Kollagenschwamm vollständig und gleichmäßig mit Flüssigkeit füllt. Dieser Vorgang 
wird dreimal wiederholt und die fertig beladenen Kollagenschwämme über Nacht im 
Lyophilisator getrocknet. Bis zur Implantation werden die Schwämme in einer mit 
Paraffinband verschlossenen Petrischale bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
 
 
Abb. 8:   Lyophilisierter Kollagenschwamm vor der In-vivo-
Implantation 
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3.1.11     In-vitro-Genexpressionstest 
 
Die vor der Implantation abgetrennten Streifen des Kollagenschwamms werden unter 
der Sterilbank halbiert. Die eine Hälfte wird jeweils einzeln in ein 50-ml-Zentrifugen-
röhrchen (TPP®; Trasadingen; Schweiz) gelegt und für weitere bakteriologische 
Untersuchungen aufbewahrt. Die andere Hälfte wird einzeln in vorher abgewogene 
und beschriftete 15-ml-Zentrifugenröhrchen (TPP®) verbracht und erneut gewogen 
(Werte hier nicht dargestellt). Das durchschnittliche Gewicht, der in vitro verwendeten 
Kollagenschwämme beträgt 7,5 mg. Dies entspricht ca. 1/18 Gewicht des in vivo 
eingesetzten Schwamms. 
 
3.1.11.1  Vorbereiten der Fibroblasten-Zelllinie NIH 3T3 
 
Die Mausfibroblastenzelllinie NIH 3T3 wird vor Versuchsbeginn unter Zusatz von 
Dulbecco´s MEM-Medium (Fa. Biochrom KG, Berlin) mit FCS (Fetal Calf Serum) und 
PS (Penicillin-Streptomycin) in einer 150-ml-Zellkulturflasche (TPP®) angezüchtet. 
Unter der Sterilbank werden die Zellen gesplittet, mit Trypsin/EDTA abgelöst und die 
Zellzahl in einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Anschließend erfolgt die Be-
schichtung der Kollagenschwammstücke.  
 
3.1.11.2  Beschichten der Kollagenschwämme mit den Fibroblastenzellen 
 
Es werden drei 6-Loch-Platten (TPP®) vorbereitet und beschriftet. In jede Vertiefung 
werden unter der Sterilbank 500 µl Dulbecco´s MEM-Medium mit FCS + PS pipettiert 
und die einzelnen Schwammstücke in die verschiedenen Vertiefungen gelegt. Für 
den Genexpressionstest sollen 100000 Zellen pro Schwamm eingesetzt werden,     
d. h. es müssen auf jeden Schwamm die entsprechende Menge der Fibroblasten-
suspension vorsichtig aufgetragen werden. Die beschichteten Kollagenschwämme 
werden für zwei Stunden stehengelassen, damit die Zellen etwas anwachsen können 
und durch das nachfolgend aufgetragene Medium nicht vom Schwamm gespült 
werden. Nun werden vorsichtig in jedes Loch weitere 2 ml Dulbecco´s MEM Medium 
mit dem Zusatz von Penicillin/Streptomycin (Fa. Biochrom KG, Berlin) und 10 % FCS 
(Fa. Biochrom KG) verbracht und die beschichteten Platten im Brutschrank bei 37 °C 
und 5,1 % CO2 bebrütet. 
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3.1.11.3  Mediumwechsel und Gewinnung des Überstands für den ELISA 
 
Wie in der folgenden Tabelle dargestellt, wird an den angegebenen Tagen das 
Medium gewechselt und 24 Stunden später der Überstand zur Bestimmung der 
Genexpression gewonnen.  
 
Tabelle 4:   Zeitpunkte des Mediumwechsel und der 24h-Messwerte 
 
 Mo. Di. Mi. Do. Fr. Sa. So. 
1.Woche  
 
 d0 
Beschichten
d1 d2 
Wechsel 
d3 
24h-Wert 
d4 
2. Woche d5 
Wechsel 
d6 
24h-Wert 
d7 d8 
Wechsel 
d9 
24h-Wert 
d10 
 
d11 
Wechsel 
3.Woche d12 
24h-Wert 
d13 d14 
Wechsel 
d15 
24h-Wert 
d16 d17 
Wechsel 
d18 
24h-Wert 
4.Woche d19 
 
d20 
Wechsel 
d21 
24h-Wert 
d22 d23 
Messen 
d24 
24h-Wert 
d25 
5.Woche d26 
Wechsel 
d27 
24h-Wert 
d28     
 
Bei jedem Mediumwechsel bzw. Gewinnung der 24h-Messwerte wird aus den ein-
zelnen Vertiefungen jeweils 2 ml Medium mit einer Eppendorf-Piptte abgesaugt und 
in ein 2 ml fassendes Eppendorf-Hütchen verbracht. Das restliche Medium wird ver-
worfen und die einzelnen Vertiefungen mit 2,5 ml frischem Dulbecco´s MEM-Medium 
(+ PS + FCS) aufgefüllt. Das abgezogene Medium wird in flüssigem Stickstoff einge-
froren und die Eppendorf-Hütchen bei – 80 °C im Gefrierschrank gelagert. 
 
3.1.11.4  Bestimmung der feGM-CSF- und feIFNγ-Konzentration in den    
               Zellkulturüberständen  
 
Da es zum Zeitpunkt der Zytokinbestimmung der Zellkulturüberstände keinen 
kommerziell erhältlichen ELISA für feIL-2 gibt, muss die Messung der Interleukin-2-
Konzentration zurückgestellt werden. Zur Bestimmung des feGM-CSF-Spiegels in 
den Überständen der Zellkultur wird der seit August 2004 kommerziell erhältliche 
ELISA-Testkitt „DuoSet® feline GM-CSF“ (Katalog Nummer: DY987) der Firma R&D 
Systems, Minneapolis, USA, verwendet. Zur Messung der feIFNγ-Konzentration wird 
der Testkitt „DuoSet® feline IFNγ“ (Katalog Nummer: DY764) von der selben Firma 
eingesetzt.  
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Mit beiden ELISA-Testkitts lassen sich natürlicher und rekombinanter feGM-CSF 
bzw. feIFNγ in Zellkulturüberständen und Serumproben nachweisen. Der Hersteller 
schließt für den feGM-CSF-Testkitt Kreuzreaktionen mit rekombinantem humanen, 
murinen, porcinen oder Ratten GM-CSF aus. Gleiche Voraussetzungen werden auch 
für den ELISA-Testkitt für feIFNγ genannt, mit der Ausnahme, dass hier zusätzlich 
noch die Kreuzreaktion mit Primaten-IFNγ ausgeschlossen wird. Der im Testkitt ent-
haltene rekombinante feGM-CSF-Standard bzw. der rekombinante feIFNγ-Standard 
werden von Escherichia coli (E. coli) exprimiert.  
Bei beiden Testkitts handelt es sich um einen quantitativen, kolorimetrischen 
Sandwich-ELISA. Zu Beginn wird eine 96-Loch-Platte mit Maus-anti-feGM-CSF-Anti-
körpern bzw. mit Ziege-anti-feIFNγ-Antikörpern beschichtet. Nach mehrmaligem 
Waschen werden unspezifische Bindungsstellen mit einem sogenannten Block-
Puffer gebunden. Dann erfolgt die Zugabe von jeweils 100 µl aus den Zellkulturüber-
ständen der einzelnen Schwämme pro Messtag. Als Detektionsantikörper wird ein an 
Biotin gebundener Maus-anti-feGM-CSF- bzw. Ziege-anti-feIFNγ-Antikörper einge-
setzt. Nach Überschichten mit Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase 
kommt es mit dem vorher gebundenen Biotin zu einer Farbreaktion. Je mehr Anti-
körper im vorangegangenen Schritt gebunden worden sind, desto tiefer ist die nun 
resultierende Blaufärbung. Durch die Zugabe von 2 N Schwefelsäure wird diese 
Reaktion gestoppt. Die ehemals blaue Farbreaktion wird nun von einer Gelbfärbung 
abgelöst. Die ELISA-Platte wird anschließend umgehend in ein Photospektrometer 
(Microplate-Scintillation&Luminiscencecounter; Top Count; Canberra-Packard; Drei-
eich) eingelegt und die Farbintensität bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen.  
 
Für die Messung von feGM-CSF wird eine Standardlösung mit rekombinanten felinen 
GM-CSF entsprechend den Angaben des Herstellers in Form einer 7-fachen 
Verdünnungsreihe angesetzt. Aus persönlichen Erfahrungen heraus wird die vom 
Hersteller angegebene Ausgangskonzentration der Verdünnungsreihe verdoppelt. 
Ausgehend von einem Höchstwert von 4000 pg/ml resultieren somit Verdünnungs-
stufen von 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml 62,5 pg/ml und 
31,3 pg/ml. In gleicher Weise wird beim Herstellen der Standardlösung von feIFNγ 
verfahren. Als höchster Wert wird hier eine Konzentration von 8000 pg/ml verwendet, 
die sich ebenfalls in sieben Verdünnungsstufen wie folgt fortsetzt: 4000 pg/ml, 2000 
pg/ml, 1000 pg/ml 500 pg/ml, 250 pg/ml 125 pg/ml und 62,5 pg/ml.  
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Zur Berechnung der Standardkurve werden für feGM-CSF die Werte bei einer 
Konzentration zwischen 2000 pg/ml und 250 pg/ml, d. h. bis zur 4. Verdünnungs-
stufe, herangezogen. Für feIFNγ wird die Standardkurve aus Werten bis zur 5. Ver-
dünnungsstufe gebildet.  
Die im Photospektrometer gemessenen Farbintensitäten können nun anhand der 
Standardkurve in die jeweilige feGM-CSF- bzw. feIFNγ-Konzentration der einzelnen 
Proben umgerechnet werden.  
 
3.1.11.5  Histologischer Schnitt der in vitro bewachsenen Schwämme 
 
Nachdem die einzelnen Stücke der Kollagenschwämme über vier Wochen lang in 
der Zellkultur von Fibroblasten bewachsen worden sind, werden sie aus den 6-Loch-
Platten entnommen und in 4 %iges Formalin eingelegt. Die konservierten Schwamm-
stücke werden anschließend in Paraffin eingebettet. Aus den so gewonnenen 
Paraffinblöcken werden zur histologischen Untersuchung 5 µm dünne Scheiben ge-
schnitten und auf Objektträger gelegt. 
 
3.1.12    Bakteriologische Untersuchung der Schwammstücke 
 
Die für die bakteriologische Untersuchung asservierten Stücke der Kollagen-
schwämme werden an das Institut für Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und 
Seuchenmedizin der LMU München geschickt. Dort legen die Mitarbeiter des Instituts 
sowohl eine Nativkultur wie eine Kultur nach Anreicherung zur Untersuchungen auf 
Aerobier an. 
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3.2  Ergebnisse 
 
3.2.1  Patientendaten  
 
Es werden 17 Tiere von ihren Besitzern in der Medizinischen Kleintierklinik zur 
Teilnahme an dieser Fibrosarkomstudie vorgestellt. Ein Tier kann auf Grund eines 
positiven FeLV-Tests und starker Aggressivität nicht aufgenommen werden und bei 
einem anderen werden zum Zeitpunkt der Studienaufnahme bereits röntgenologisch 
Lungenmetastasen festgestellt. So ergibt sich für die vorliegende Phase I-Studie eine 
Patientenzahl von 15 Tieren.  
 
Tabelle 5:   Stammdaten der Studienkatzen 
Patient Rasse Alter Geschelcht Tumor Tumorgröße Tumorlokalisation R-freie Zeit  
Nr.260 EKH 13 J mk 2 x PT 2x2,5x1,8 cm
3x1,5x1,7 cm
1. Tumor: 
interscapulär 
2. Tumor: cranial 
der  Scapula          
2. Tumor rezidiviert an 
d45 – neue OP; 
rezidivfrei bis d360 
Nr.261 EKH 10 J  wk PT 3,8x2,4x2,5 
cm 
interscapulär Rezidiv und Lungen-
metastasen an d180 
Nr.262 EKH 15 J  wk PT 0,3x2x0,4 cm interscapulär Pathologisch kein 
FSA;Studienausschluss 
ab d90 
Nr.263 Perser-
Mix 
3 J mk PT 0,9 cm im 
Durchmesser
interscapulär rezidivfrei bis d360 
Nr.264 EKH 11 J  mk PT 1,8 cm im 
Durchmesser 
interscapulär rezidivfrei bis d360 
Nr.265 EKH 14 J  mk PT 3,5x1,5x1 cm rechte Flanke Rezidiv und Lungen-
metastasen an d60 
Nr.266 EKH 12 J mk PT 3x4x1,8 cm caudal der 
Scapula 
rezidivfrei bis d360 
 
Nr.267 EKH 10 J wk PT 4x4x5 cm dorsal der 
Scapula 
keine Studienaufnahme 
weil FeLV-positiv 
Nr.268 EKH 10 J  wk 2 x PT 4,1x3,9x2,5 
cm 
3x2x2 cm 
1. Tumor: 
interscapulär 
2. Tumor: caudal 
der linken 
Scapula 
Rezidiv an d45 
Nr.269 EKH 11 J  wk 2. R 2,2x4x2,6 cm in der Achsel der 
rechten Vorder-
gliedmaße 
pathologisch 
Adenokarzinom; 
Rezidiv an d45 
Nr.270 EKH 14 J mk 1. R 3,5x3x2,5 interscapulär; 
Resektion eines 
Dornfortsatzes 
erforderlich 
Rezidiv an d173 
 
 
 
 
Nr.271 EKH 15 J  wk PT 7x8x4 cm interscapulär Rezidiv an d70 
 
Nr.272 EKH 12 J mk 1. R 3 bzw. 1,5 
cm im Durch-
messer 
 
beide Tumoren in 
der Achsel der 
linken Vorder-
gliedmaße 
rezidivfrei bis d360 
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Fortsetzung von Tabelle 5:   Stammdaten der Studienkatzen 
Patient Rasse Alter Geschelcht Tumor Tumorgröße Tumorlokalisation R-freie Zeit  
Nr.273 EKH 13 J mk PT 7,8x8x4 cm interscapulär keine 
Studienaufnahme 
weil 
Lungenmetastasen
Nr.274 EKH 11 J mk PT 6 cm im 
Durchmesser
interscapulär Rezidiv an d120 
Nr.275 EKH 7 J mk PT 2x2,5x1,8 cm linke Flanke  rezidivfrei bis d360
 
Nr.276 EKH 12 J wk 1. R 2,7x2,5x2,0 
cm 
caudal der 
Scapula 
Rezidiv an d180 
 
d: Tag; EKH: Europäisch Kurzhaar; J: Jahre; mk: männlich kastriert; R: Rezidiv; PT: Primärtumor;  
wk: weiblich kastriert 
 
 
Von diesen Tieren müssen postoperativ zwei weitere ausgeschlossen werden. Die 
histologische Untersuchung der Tumoren von Tier Nr. 262 und Nr. 269 ergibt, dass 
es sich bei den vorliegenden Umfangsvermehrungen nicht um ein Fibrosarkom ge-
handelt hat. Bei Tier Nr. 262 wird histopathologisch eine Fettgewebsnekrose und bei 
Tier Nr. 269 ein Adenokarzinom diagnostiziert. Da beiden Tieren ein Kollagen-
schwamm implantiert wurde, werden sie bis d90 zur Beurteilung von Nebenwirkun-
gen regelmäßig in der Medizinischen Kleintierklinik vorgestellt.   
 
Zusätzlich werden vier Tiere aus einer parallel laufenden Fibrosarkomstudie als 
Gruppe 0 herangezogen. Diese Katzen unterliegen den gleichen Aufnahmekriterien, 
werden vom selben Chirurgen operiert und durch das gleiche Team betreut. Die 
Tiere der Gruppe 0 werden nur operativ behandelt. 
 
Tabelle 6: Stammdaten der Katzen aus Gruppe 0 
Patient Rasse Alter Geschelcht Tumor Tumorgröße Tumorlokalisation R-freie Zeit  
Nr.221 EKH 11 J wk 
 
1. R 1,6x1,6x1,0 linker Inguinal-
bereich 
Rezidiv an 
d180 
Nr.234 EKH 13 J  wk PT 1,0x1,0x1,2 cm interscapulär rezidivfrei bis 
d360 
Nr.235 EKH 14 J  wk PT 
 
2,3x3,3x1,2 cm caual der linken 
Scapula 
Rezidiv an 
d180 
Nr.240 EKH   8 J wk 2x 3. R   2,5x2,2x2,2 cm 
2,5x2,3x3,5 cm 
1. Tumor: 
inrerscapulär 
2. Tumor: dorsal 
der HWS 
Rezidiv an 
d90 
d: Tag; EKH: Europäisch Kurzhaar; J: Jahre; mk: männlich kastriert; R: Rezidiv; PT: Primärtumor;  
wk: weiblich kastriert; HWS: Halswirbelsäule 
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In die Studie werden neun männlich kastrierte und sechs weiblich kastrierte Tiere 
aufgenommen. Das Alter der Tiere liegt zwischen drei und 15 Jahren mit einem 
Durchschnittsalter von 11,3 Jahren. 
 
                                Abb. 9:   Altersverteilung der aufgenommenen Tiere 
1
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Mit Ausnahme einer Katze (Nr. 263; Persermix-Katze) handelt es sich bei allen 
Patienten um Europäische Kurzhaarkatzen. 
Elf der in die Studie aufgenommenen Tiere werden mit einem Primärtumor vorge-
stellt, drei wurden bereits einmal und eine weitere Katze zweimal vorher operiert.  
Bei neun Tieren befindet sich der Tumor im Interscapularbereich, während Lokalisa-
tionen wie caudal der Schulterblätter, die Achsel- oder Flankengegend bei jeweils 
zwei Tieren betroffen sind.  
 
3.2.2  Parameter der Allgemeinuntersuchung 
 
Während des dreitägigen stationären Klinikaufenthalts sowie bei jeder Nachunter-
suchung wird eine wie unter 3.1.5 beschriebene Allgemeinuntersuchung durchge-
führt. Da Atem- und Herzfrequenz starken stressbedingten Schwankungen unterlie-
gen, werden sie zwar jedes Mal ermittelt, finden aber keine Beurteilung im Rahmen 
der CTC-Tabelle. Die Körpertemperatur steigt bei keiner Katze innerhalb des 
Beobachtungszeitraumes über 39,5 °C an.  
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Gewichtsverluste von über 10 % können bis d90 nur bei zwei Katzen festgestellt 
werden. Katze Nr. 265 weist bei einer außerplanmäßigen Untersuchung an d60 eine 
Gewichtsabnahme von 17 % auf (CTC-Grad 2) und die Katze Nr. 271 zeigt an d45 
eine Reduzierung des Körpergewichts um 16 % (CTC-Grad 2).  
 
Das Allgemeinbefinden ist bei zwei Katzen während der Therapie gestört. Die Katze 
Nr. 271 wird an d10 wegen einer dreitägigen Anorexiephase und einem mittelgradig 
reduziertem Allgemeinbefinden in der Medizinischen Kleintierklinik vorgestellt. Die 
kapilläre Füllungszeit beträgt 2 sec. und der Hautturgor ist geringgradig reduziert. 
Das Blutbild der Katze weist zu diesem Zeitpunkt eine Leukozytose von 32,9x109/l 
mit einer Linksverschiebung von 2303x106/l stabkernigen Leukozyten (CTC-Grad 1) 
auf. Die Katze wird stationär aufgenommen und mit Flussigkeitstherapie und Anti-
biotika behandelt. An d14 zeigt die Katze eine blasse Schleimhautfärbung (CTC-
Grad 2) und einen starken Abfall der Erythrozyten auf 3,3x1012/l. Der Hämoglobin-
gehalt ist auf 4,5 g/dl (CTC-Grad 2) reduziert und der Hämatokrit auf einen Wert von 
0,12 l/l (CTC-Grad 3) gesunken. Am selben Tag wird eine Bluttransfusion (60 ml 
Vollblut) durchgeführt. Dadurch erreichen die oberhalb genannten Parameter wieder 
dauerhaft Werte, die innerhalb des angegebenen Referenzbereichs liegen.  
Die Katze Nr. 265 wird an d60 wegen eines hochgradig reduzierten Allgemeinbe-
findens (CTC-Grad 3) vorgestellt. Laut Besitzer ist die Katze bereits seit 4 Tagen 
anorektisch (CTC-Grad 3) und zeigt vermehrt Husten (CTC-Grad 3). Bei der 
klinischen Untersuchung wird eine Dyspnoe in Ruhe (CTC-Grad 4) und ein 
hochgradig verschärftes Atemgeräusch (CTC-Grad 3) auskultiert. Der Hautturgor 
dieser Katze ist ebenfalls hochgradig reduziert. Bei der Palpation des Wundgebiets 
wird eine 0,6 cm im Durchmesser große Umfangsvermehrung am Nahtende 
festgestellt. Röntgenaufnahmen des Thorax (s. Abb. 11) zeigen eine mikronoduläre  
Metastasierung des Tumors in die Lunge sowie einen geringgradigen Thoraxerguss.  
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Abb. 10:   Laterale Thoraxaufnahme von Katze Nr. 265 an d60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3  Wundheilungsstörungen 
 
Bei keiner Katze kommt es zu Wundheilungsstörungen in Form einer Nahtdehiszenz 
und somit können bei allen Tieren am d14 die Fäden der Kutannaht gezogen 
werden. Vereinzelt sind post OP kleinere Hämatome im Nahtbereich zu beobachten, 
die aber innerhalb der ersten Woche resorbiert werden.  
Im Laufe des Wundheilungsprozesses entwickeln zwei Katzen im Nahtbereich ein 
Serom. Die Katze Nr. 268 wird am d28 mit einer 10 x 4 x 2 cm großen fluktuierenden 
und nicht schmerzhaften Umfangsvermehrung zwischen den Schulterblättern vorge-
stellt. Es wird ein Ultraschall der betroffenen Stelle durchgeführt. Die Sonographie 
zeigt einen gekammerten Hohlraum mit einer hypoechogenen Flüssigkeitsan-
sammlung. Da es keine Hinweise auf eine entzündliche Ursache (Blutwerte innerhalb 
des Referenzbereichs; Umfangsvermehrung weder vermehrt warm noch schmerz-
haft) gibt, wird auf eine Punktion und Aspiration verzichtet. Das Serom ist bis d45 
vollständig resorbiert. Während dieses Zeitraumes weist das Tier keinerlei Störungen 
des Allgemeinbefindens auf. Es ist jedoch an d45 zwischen den Schulterblättern eine 
1,5 cm im Durchmesser große kugelige Struktur dorsal der Wirbelsäule zu palpieren. 
Der Rezidivverdacht wird ausgesprochen und der Besitzer entscheidet sich für eine 
erneute Operation bei seinem Haustierarzt. Da keine histologische Untersuchung 
des entfernten Gewebes eingeleitet wird, bleibt die Diagnose histopathologisch unbe-
stätigt.   
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Eine weitere Katze (Nr. 274) entwickelt ebenfalls am d28 eine 4 cm im Durchmesser 
große fluktuierende Umfangsvermehrung. Auch bei diesem Tier ergeben weder die 
klinische, die labordiagnostische noch die sonographische Untersuchung einen 
Hinweis auf eine entzündliche Komponente. Das Serom wird innerhalb der nächsten 
sieben Tage resorbiert. Am d43 tritt das Serom an selber Lokalisation erneut auf. 
Wieder lassen sich keine Störungen des Allgemeinbefindens noch Entzündungshin-
weise feststellen. Bei der nächsten Nachuntersuchung am d120 wird die Katze 
erneut mit einem 3 x 2 x 1 cm großen Serom im cranialen Nahtbereich vorgestellt. 
Gleichzeitig ist unter dieser flüssigkeitsgefüllten Umfangsvermehrung eine 0,2 cm im 
Durchmesser große kugelige Struktur von derber Beschaffenheit zu palpieren. Es 
wird der Verdacht erneuten Tumorwachstums ausgesprochen und dem Besitzer zu 
einem weiteren chirurgischen Eingriff geraten. Das resezierte Gewebe wird im Institut 
für Tierpathologie der LMU München histopathologisch untersucht. Der Befund 
bestätigt den Rezidivverdacht. 
 
Die Katze Nr. 271 wird wie bereits unter 3.2.2 geschildert am d10 wegen eines 
reduzierten Algemeinbefindens vorgestellt und stationär aufgenommen. Am d14 lässt 
sich unter der Naht zwischen den Schulterblättern ein fluktuierender Bereich pal-
pieren. Diese Stelle ist weder vermehrt warm noch schmerzhaft. Auf Druck tritt aus 
den Stichkanälen der Hauthefte seromuköses Sekret aus. Mittels einer feinen Nadel 
wird die Flüssigkeit aspiriert und sowohl eine zytologische wie bakteriologische 
Untersuchung eingeleitet. In der Zytologie werden vor allem Erythrozyten und 
zahlreiche Entzündungszellen nachgewiesen. Die bakteriologische Untersuchung auf 
Aerobier und Anaerobier verläuft negativ. Am d15 wird die Katze, nachdem sich 
Allgemeinbefinden und Blutwerte stabilisiert haben, in die Chirurgische Tierklinik 
überwiesen. In den betroffenen Nahtbereich wird ein Penrosedrain eingelegt. Das 
Tier bleibt bis d22 stationär in der Medizinischen Kleintierklinik, wo die Drainage 
täglich gesäubert und bewegt wird. Der betroffene Bereich zwischen den Schulter-
blättern wird ebenfalls täglich mit Camphersalbe behandelt und bandagiert. Die 
Drainage wird am d27 gezogen und die Katze weist zu diesem Zeitpunkt keine 
weiteren Wundheilungsstörungen mehr auf.  
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3.2.4  Häufig veränderte Parameter  
 
Die durch die klinische Allgemeinuntersuchung ermittelten Parameter weisen bis auf 
die unter 3.2.2 aufgelisteten keine Beeinträchtigungen im Rahmen der CTC-Tabelle 
auf. Die häufigsten zu beobachtenden Veränderungen manifestieren sich im Blutbild 
der einzelnen Tiere der verschiedenen Dosisgruppen. Insgesamt werden in der vor-
liegenden Phase I-Studie vier verschiedene Dosisgruppen untersucht. Dosisgruppe I, 
II und IV umfassen jeweils drei Tiere, während die Dosisgruppe III sechs Tiere 
einschließt. Als Vergleichsgruppe werden die vier Tiere der Gruppe 0 herangezogen.  
 
Als Beurteilung werden die Messwerte von d3, d7 (außer Gruppe 0), d14, d45 und 
d90 herangezogen. Die Werte an den Tagen 180, 270 und 360 werden zwar 
bestimmt, weisen aber keine Veränderungen auf. Die Blutwerte werden folgend als 
Prozentabweichung zum jeweiligen Wert bei Studienaufnahme dargestellt. Dabei 
werden die am d0, d. h. zu Beginn der Studie gemessenen Blutwerte in folgenden 
Graphiken als „null“ aufgeführt. Eine Mittelung der Werte ist durch die geringe Anzahl 
der Katzen pro Dosisgruppe graphisch nicht repräsentativ. Für Tier Nr. 260 der 
Dosisgruppe I liegen am d3 und für die Katze Nr. 234 der Gruppe 0 am d14 keine 
Blutwerte vor. Da beide Tiere an genannten Terminen sehr heftige Abwehr-
reaktionen zeigten, wurde auf eine Blutentnahme verzichtet. Für Katze Nr. 240,      
Nr. 268 und Nr. 269 liegen am d90 keine Werte vor, da diese Tiere bereits am d45 
wegen eines Tumorrezidivs aus der Studie ausgeschlossen wurden. 
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3.2.4.1  Entwicklung der Leukozyten innerhalb der einzelnen Dosisgruppen 
 
Abb. 11:   Leukozytenentwicklung in allen Dosisgruppen 
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Leukozytenentwicklung in Dosisgruppe II
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Leukozytenentwicklung  in Dosisgruppe III
-100
-50
0
50
100
150
200
d0 d3 d7 d14 d45 d90
Ab
w
ei
ch
un
g 
de
r L
eu
ko
zy
te
n 
in
 %
 
be
zo
ge
n 
au
f d
0
Nr 266 Nr. 268 Nr. 269
Nr. 270 Nr. 271 Nr. 272
Leukozytenentwicklung  in Dosisgruppe IV
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In allen Gruppen ist von d0 bis zum d3 (außer Tier Nr. 263) ein Anstieg der 
Leukozyten mit nachfolgendem Abfall und Einpendeln im Bereich der Ausgangswerte 
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zu erkennen. Innerhalb der Dosisgruppe I kommt es zu keinen Veränderungen der 
Leukozyten im CTC-Bereich genauso wie bei den Tieren in der Vergleichsgruppe 0. 
In der Dosisgruppe II zeigt die Katze Nr. 263 am d3 einen Abfall der Gesamtleuko-
zytenzahl um 67 %, gemessen am Wert zu Beginn der Studie. Die Leukozyten fallen 
von 4530 x 106/l (CTC-Grad 2) am d0 auf 1490 x 106/l (CTC-Grad 3) an d3 und 
steigen bis d7 wieder auf den Ausgangswert an.  
In Dosisgruppe III fallen bei Tier Nr. 268 die Leukozyten an d14 um 43 % ab (von 
6660 x 106/l an d0 auf 3820 x 106/l), was einem CTC-Grad 2 entspricht und steigen 
ab d45 wieder an. 
Innerhalb der Dosisgruppe IV ist ebenfalls der stärkste Abfall mit 43 % bei Katze    
Nr. 276 zu verzeichnen. Die Werte fallen hier von 8870 x 106/l auf 5000 x 106/l (CTC-
Grad 1) an d45 und orientieren sich ab d90 wieder in Richtung des Ausgangswertes.  
 
3.2.4.2  Entwicklung der Lymphozyten innerhalb der einzelnen Dosisgruppen 
 
Abb. 12:   Lymphozytenentwicklung in allen Dosisgruppen 
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Fortsetzung von Abb. 12:   Lymphozytenent-
wicklung in allen Dosisgruppen 
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Weder in der Gruppe 0, noch in der Dosisgruppe I kommt es zu einem Abfall der 
Lymphozytenpopulation, der sich im Rahmen der CTC-Tabelle manifestiert.  
In Dosisgruppe II zeigt mit 49 % den stärksten Lymphozytenrückgang das Tier       
Nr. 263. Von 498 x 106/l (CTC-Grad 2) an d0 sinken die Lymphozyten an d3 auf     
253 x 106/l (CTC-Grad 3), um an folgenden Messungen wieder anzusteigen.  
Die Lymphozyten der Katzen aus Dosisgruppe III fallen vor allem im Zeitraum 
zwischen d3 und d14 ab. Den stärksten Rückgang weist Tier Nr. 269 am d7 auf. Hier 
kommt es zu einem Abfall um 69 % von 1100 x 106/l auf 345 x 106/l (CTC-Grad 3). 
Zwei weitere Tiere (Nr. 271 und Nr. 272) zeigen an d3 einen Lymphozytenrückgang 
von 54 % bzw. 51 %. Sie erreichen den CTC-Grad 2 mit Werten von 570 x 106/l bzw. 
599 x 106/l, die sich ab d7 jedoch wieder in den Referenzbereich anheben. Katze      
Nr. 268 fällt an d14 um 25 % mit ihrer Lymphozytenzahl ab und wird mit einem Wert 
von 649 x 106/l ebenfalls in CTC-Grad 2 eingestuft. 
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In Dosisgruppe IV lassen sich an der Lymphozytenpopulation die stärksten Verän-
derungen erkennen. Am d3 sind die Lymphozytenwerte aller Tiere dieser Gruppe 
prozentual gefallen, während noch in der Dosisgruppe III ein Abfall nur bei zwei von 
sechs Tieren nachgewiesen werden kann. Am d7 zeigt sich bei Tier Nr. 276 ein 
Rückgang um 76 % von 1153 x 106/l (Ausgangswert an d0) auf 282 x 106/l (CTC-
Grad 3). Bei Katze Nr. 274 kommt es zum stärksten Abfall der Lymphozyten am d28 
(in Graphik nicht dargestellt). Hier sinken die Werte um 70 % von 1317 x 106/l auf 
400 x 106/l (CTC-Grad 3). 
Ab d90 sind die Werte aller Katzen gleich welcher Dosisgruppe innerhalb des 
Referenzbereichs und erreichen somit keine weitere Skalierung in der CTC-Tabelle.  
 
3.2.5  Rezidivrate bis zur Abschlussuntersuchung an d360 
 
Von den 13 Tieren, die behandelt und bei denen histopathologisch ein Fibrosarkom 
bestätigt wird, sind sechs Tiere zum Zeitpunkt der Abschlussuntersuchung rezidivfrei. 
Bis d360 entwickeln sieben Tiere ein Rezidiv. Mit drei Tieren ist die häufigste 
Rezidivrate an d180 zu verzeichnen, gefolgt von zwei Tieren an d60. 
 
 
Abb. 13:   Rezidivbildung im einjährigen Beobachtungszeitraum 
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Eine Ausnahme stellt Katze Nr. 260 dar. Bei Aufnahme zeigt das Tier zwei Tumoren 
(einer interscapulär und einer cranial des Schultergelenks). Es können beide 
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Tumoren innerhalb einer Sitzung operiert werden, der Kollagenschwamm wird aber 
im Interscapularbereich implantiert. Dieses Tier entwickelt am d45 cranial des 
Schultergelenks ein Rezidiv. Da an dieser Stelle bei der ersten Operation kein 
Kollagenschwamm eingesetzt wurde, wird die Katze ein zweites Mal operiert und 
weiterhin in der Studie beobachtet. Die Katze bleibt bis d360 an beiden Stellen 
rezidivfrei.  
 
Von den sieben Tieren, die ein Rezidiv entwickeln, können bei zwei Katzen zeitgleich 
mit dem erneuten Tumorwachstum röntgenologisch Lungenmetastasen festgestellt 
werden (Nr. 261 und Nr. 265). An der Katze Nr. 261 wird post mortem eine patholo-
gische Untersuchung im Institut für Tierpathologie durchgeführt. Bei diesem Tier 
werden neben den Lungenmetastasen auch weitere Metastasen in Herz und Nieren 
festgestellt. 
 
 Abb. 14:   Lungenmetastasen der Katze Nr. 261 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Während sechs Tiere das Rezidiv an der Lokalistation des Primärtumors entwickeln, 
zeigt Katze Nr. 261 neues Tumorwachstum nicht im Nahtbereich. Bei diesem Tier 
lässt sich neues Tumorgewebe nur an der rechten seitlichen Bauchwand feststellen, 
wohingegen der Primärtumor im Interscapularbereich lokalisiert war.  
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In der Gruppe 0 entwickeln drei von vier Tieren, deren Fibrosarkome nur operativ 
behandelt wurden, erneut ein Rezidiv. Nur die Katze Nr. 234 (kleiner Primärtumor) 
bleibt ein Jahr lang rezidivfrei. 
 
3.2.6   Ergebnisse der In-vitro-Genexpression 
 
Für die Konzentrationsbestimmung von feGM-CSF und feIFNγ in den Zellkulturüber-
ständen werden die 24h-Messwerte sowie die 3-Tages-Überstände untersucht.  
 
3.2.6.1  Messung von feGM-CSF in den Zellkulturüberständen 
 
Tabelle 7:   Werte der Standardkurve für feGM-CSF 
                  Standard für feGM-CSF            Absorption bei 450 nm        feGM-CSF ng/100 µl 
A Std. 4 ng/ml  0,563  4,00 
B Std. 2 ng/ml  0,233  1,94 
C Std. 1 ng/ml  0,146  1,11 
D Std. 0,5 ng/ml  0,082  0,44 
E Std. 0,25 ng/ml  0,059  0,18 
F Std. 0,125 ng/ml  0,056  0,15 
G Std. 0,0625 ng/ml  0,058  0,16 
H Std. 0,03125 ng/ml  0,055  0,14  
 
 
Vom Hersteller wird für den feGM-CSF-ELISA-Kit ein Detektionslimit von 0,031 ng/ml 
angegeben. Bei den hier untersuchten Zellkulturüberständen können jedoch nur 
Werte bis zu 0,5 ng/ml dedektiert werden. 
 
 
Tabelle 8:  Anordnung der Proben auf der ELISA-Platte für feGM-CSF  
                 (24h-Messwerte) 
 1 2 3 4 5 6 
A Day 3    # 260 Day 3   # 269 Day 6    # 261 Day 6    # 270 Day 9   # 262 Day 9   # 271 
B Day 3    # 261 Day 3    # 270 Day 6    # 262 Day 6    # 271 Day 9   # 263 Day 9   # 272 
C Day 3    # 262 Day 3    # 271 Day 6    # 263 Day 6    # 272 Day 9   # 264 Day 9   # 274 
D Day 3    # 263 Day 3    # 272 Day 6    # 264 Day 6    # 274 Day 9   # 265 Day 9   # 275 
E Day 3    # 264 Day 3   # 274 Day 6    # 265 Day 6    # 275 Day 9   # 266 Day 9   # 276 
F Day 3    # 265 Day 3    # 275 Day 6    # 266 Day 6    # 276 Day 9   # 268 Day 12  # 260
G Day 3    # 266 Day 3    # 276 Day 6    # 268 Day 9    # 260 Day 9   # 269 Day 12   # 261
H Day 3    # 268 Day 6    # 260 Day 6    # 269 Day 9    # 261 Day 9   # 270 Day 12   # 262
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 7 8 9 10 11 12 
A Day 12  # 263 Day 12  # 272 Day 15  # 264 Day 15  # 274 Day 18  # 265 Day 18  # 275
B Day 12  # 264 Day 12  # 274 Day 15  # 265 Day 15  # 275 Day 18  # 266 Day 18  # 276
C Day 12  # 265 Day 12  # 275 Day 15  # 266 Day 15  # 276 Day 18  # 268 Day 21  # 260
D Day 12  # 266 Day 12  # 276 Day 15  # 268 Day 18  # 260 Day 18  # 269 Day 21  # 261
E Day 12  # 268 Day 15  # 260 Day 15  # 269 Day 18  # 261 Day 18  # 270 Day 21  # 262
F Day 12  # 269 Day 15  # 261 Day 15  # 270 Day 18  # 262 Day 18  # 271 Day 21  # 263
G Day 12  # 270 Day 15  # 262 Day 15  # 271 Day 18  # 263 Day 18  # 272 Day 21  # 264
H Day 12  # 271 Day 15  # 263 Day 15  # 272 Day 18  # 264 Day 18  # 274 Day 21  # 265 
Fortsetzung von Tabelle 8:  Anordnung der Proben auf der ELISA Platte für feGM-CSF  
(24h-Messwerte) 
 
Tabelle 9:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feGM-CSF-Bestimmung  
                  (24h-Messwerte) 
 1 2 3 4 5 6 
A 0,047 0,050 0,047 0,154 0,049 0,053 
B 0,046 0,075 0,051 0,054 0,051 0,050 
C 0,050 0,051 0,049 0,049 0,048 0,212 
D 0,048 0,049 0,047 0,281 0,046 0,050 
E 0,046 0,515 0,048 0,051 0,050 0,049 
F 0,047 0,047 0,053 0,051 0,046 0,048 
G 0,066 0,049 0,054 0,050 0,048 0,053 
H 0,050 0,051 0,053 0,053 0,069 0,049  
 7 8 9 10 11 12 
A 0,049 0,053 0,046 0,064 0,046 0,049 
B 0,051 0,083 0,060 0,047 0,054 0,053 
C 0,048 0,052 0,048 0,045 0,041 0,045 
D 0,052 0,047 0,045 0,049 0,046 0,045 
E 0,046 0,049 0,047 0,047 0,047 0,049 
F 0,049 0,049 0,049 0,050 0,050 0,052 
G 0,059 0,052 0,051 0,045 0,048 0,049 
H 0,050 0,049 0,049 0,051 0,058 0,048  
 
Tabelle 10:  In-vitro-Genxpression von feGM-CSF in ng/ 100 µl Überstand  
                   (24h-Messwerte) 
Katzennummer 260 261 262 263 264 265 
d3  0,035 0,022 0,078 0,053 0,024 0,036 
d6 0,08 0,04 0,09 0,06 0,04 0,05 
d9 0,08 0,11 0,06 0,09 0,05 0,03 
d12 0,05 0,11 0,06 0,07 0,09 0,05 
d15 0,06 0,06 0,10 0,06 0,03 0,19 
d18 0,06 0,04 0,07 0,02 0,09 0,02 
d21 0,02 0,02 0,06 0,10 0,06 0,05  
Katzennummer 266 268 269 270 271 272 
d3 0,261 0,071 0,080 0,356 0,087 0,058 
d6 0,11 0,12 0,10 1,20 0,13 0,06 
d9 0,07 0,03 0,05 0,29 0,11 0,07 
d12 0,10 0,03 0,07 0,18 0,08 0,11 
d15 0,05 0,01 0,04 0,07 0,08 0,06 
d18 0,12 0,00 0,02 0,04 0,07 0,06 
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Katzennummer 274 275 276 
d3 3,809 0,034 0,065 
d6 2,34 0,09 0,09 
d9 1,75 0,08 0,06 
d12 0,45 0,10 0,03 
d15 0,23 0,04 0,02 
d18 0,17 0,06 0,11  
Fortsetzung von Tabelle 10:  In-vitro-Genxpression von feGM-CSF in ng/ 100 µl Überstand  
(24h-Messwerte) 
 
Abb. 15:   Graphik zur In-vitro-Genexpression von feGM-CSF der einzelnen          
                 Kollagenschwämme (24h-Messwerte) 
feGM-CSF ELISA 
3T3, in vitro Schwamm, 24h-Überstände
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
26
0
26
1
26
2
26
3
26
4
26
5
26
6
26
8
26
9
27
0
27
1
27
2
27
4
27
5
27
6
Katzen- bzw. Schwammnummer
ng
 fe
G
M
-C
S
F/
10
0 
ul
 Ü
be
rs
ta
nd
d3
d6
d9
d12
d15
d18
d21
 
 
Messbare Konzentrationen von feGM-CSF lassen sich nur in den 24h–Zellkultur-
überständen der Schwämme Nr. 270 und Nr. 274 nachweisen. Bei keinem anderen 
Schwamm lässt sich eine detektierbare Genexpression von über 0,5 ng/100 µl 
Überstand feststellen. Die höchste feGM-CSF-Konzentration kann bei Schwamm    
Nr. 270 mit 1,2 ng/100 µl Überstand an d6 gemessen werden und fällt ab diesem 
Zeitpunkt bei den folgenden Messungen unter das Dedektionslimit.  
Bei Schwamm Nr. 274 lässt sich die höchste Konzentration mit einem Wert von     
3,8 ng/100 µl an d3 nachweisen. Von da an fällt die Genexpression bis d12 konti-
nuierlich ab und stellt mit 0,45 ng/100 µl an diesem Messtag die letzte detektierbare 
Konzentration dar. 
Ergebnisse                                                                                                                93                       
Da das Ergebnis vermuten lässt, dass die innerhalb von 24 h gebildete Menge an 
Zytokin zu gering ist, um von diesem ELISA gemessen werden zu können, werden 
ebenfalls die 3-Tages-Zellkulturüberstände untersucht. 
 
Tabelle 11:   Anordnung der Proben auf der ELISA-Platte für feGM-CSF                        
                    (3d-Messwerte) 
Platte 1 1 2 3 4 5 6 
A St. 4 ng/ml Day 2  # 260 Day 2   # 269 Day 5   # 261 Day 5    # 270 Day 8  # 262 
B St. 2 ng/ml Day 2  # 261 Day 2  # 270 Day 5   # 262 Day 5   # 271 Day 8  # 263 
C St. 1 ng/ml Day 2  # 262 Day 2   # 271 Day 5   # 263 Day 5   # 272 Day 8  # 264 
D St. 0,5 ng/ml Day 2  # 263 Day 2   # 272 Day 5   # 264 Day 5   # 274 Day 8  # 265 
E St. 0,25 ng/ml Day 2  # 264 Day 2   # 274 Day 5   # 265 Day 5   # 275 Day 8  # 266 
F St. 0,125 ng/ml Day 2  # 265 Day 2   # 275 Day 5   # 266 Day 5   # 276 Day 8  # 268 
G St. 0,0625 ng/ml Day 2  # 266 Day 2   # 276 Day 5   # 268 Day 8   # 260 Day 8  # 269 
H St. 0,0312 ng/ml Day 2  # 268 Day 5   # 260 Day 5   # 269 Day 8   # 261 Day 8  # 270  
Platte 1 7 8 9 10 11 12 
A Day 8     # 271 Day 11   # 263 Day 11  # 272 Day 14  # 264 Day 14 # 274 Day 17  # 265
B Day 8    # 272 Day 11   # 264 Day 11  # 274 Day 14  # 265 Day 14  # 275 Day 17  # 266
C Day 8    # 274 Day 11   # 265 Day 11  # 275 Day 14  # 266 Day 14  # 276 Day 17  # 268
D Day 8    # 275 Day 11   # 266 Day 11  # 276 Day 14  # 268 Day 17  # 260 Day 17  # 269
E Day 8    # 276 Day 11   # 268 Day 14  # 260 Day 14  # 269 Day 17  # 261 Day 17  # 270
F Day 11  # 260 Day 11   # 269 Day 14  # 261 Day 14  # 270 Day 17  # 262 Day 17  # 271
G Day 11  # 261 Day 11  # 270 Day 14  # 262 Day 14  # 271 Day 17  # 263 reagent/diluent
H Day 11  # 262 Day 11   # 271 Day 14  # 263 Day 14  # 272 Day 17  # 264 PBS komplett  
Platte 2  1 2 3 4 5 6 
A Day 17   # 272 Day 20  # 264 Day 20   # 274 Day 23  # 265 Day 23  # 275  
B Day 17   # 274 Day 20  # 265 Day 20  # 275 Day 23  # 266 Day 23  # 276  
C Day 17   # 275 Day 20  # 266 Day 20   # 276 Day 23  # 268     
D Day 17   # 276 Day 20  # 268 Day 23   # 260 Day 23  # 269     
E Day 20   # 260 Day 20  # 269 Day 23   # 261 Day 23  # 270     
F Day 20   # 261 Day 20  # 270 Day 23   # 262 Day 23  # 271     
G Day 20   # 262 Day 20  # 271 Day 23   # 263 Day 23  # 272     
H Day 20   # 263 Day 20  # 272 Day 23   # 264 Day 23  # 274      
 
Tabelle 12:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feGM-CSF-Bestimmung  
                    (3d-Messwerte) 
Platte 1 1 2 3 4 5 6 
A 0,177 0,053 0,051 0,049 0,079 0,057 
B 0,114 0,052 0,055 0,055 0,057 0,050 
C 0,105 0,051 0,053 0,051 0,050 0,047 
D 0,077 0,051 0,052 0,051 0,736 0,049 
E 0,064 0,054 0,460 0,050 0,057 0,054 
F 0,064 0,053 0,051 0,084 0,057 0,049 
G 0,065 0,057 0,053 0,050 0,050 0,056 
H 0,062 0,053 0,053 0,062 0,055 0,178 
 
 
 
 
        
Ergebnisse                                                                                                                94                       
Platte 1 7 8 9 10 11 12 
A 0,052 0,054 0,053 0,054 0,061 0,051 
B 0,053 0,051 0,181 0,050 0,050 0,051 
C 0,677 0,050 0,054 0,049 0,047 0,041 
D 0,061 0,053 0,051 0,053 0,047 0,046 
E 0,055 0,048 0,049 0,050 0,040 0,044 
F 0,050 0,053 0,050 0,054 0,048 0,056 
G 0,050 0,078 0,051 0,051 0,052 0,060 
H 0,049 0,055 0,053 0,052 0,051 0,064  
Platte 2 1 2 3 4 5  
A 0,050 0,048 0,067 0,046 0,052  
B 0,062 0,048 0,051 0,053 0,051  
C 0,046 0,051 0,050 0,050     
D 0,047 0,052 0,050 0,050     
E 0,050 0,052 0,051 0,053     
F 0,051 0,057 0,051 0,052     
G 0,051 0,052 0,053 0,053     
H 0,052 0,056 0,057 0,089      
Fortsetzung von Tabelle 12:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feGM-CSF-Bestimmung  
(3d-Messwerte) 
 
Tabelle 13:   In-vitro-Genexpression von feGM-CSF in ng/ 100 µl Überstand  
                    (3d-Messwerte) 
Katzennummer 260 261 262 263 264 265 
 d2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
dd8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
Katzennummer 266 268 269 270 271 272 
 d2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d5 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
        
Katzennummer 274 275 276 
 d2 3,68 0,00 0,00 
d5 3,92 0,00 0,00 
d8 4,04 0,00 0,00 
d11 1,43 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 
d17 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 
d23 0,25 0,00 0,00  
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Abb. 16:   Graphik zur In-vitro-Genexpression von feGM-CSF der einzelnen    
                 Kollagenschwämme (3d-Messwerte) 
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d20 = d18 - d20; d23 = d21 - d23 
 
 
Auch bei der Zytokinmessung der 3-Tagesüberstände kann nur bei Schwamm       
Nr. 270 und Schwamm Nr. 274 eine detektierbare Genexpression ermittelt werden.  
Der Schwamm Nr. 270 weist die höchste Genexpression im Überstand von d6 - d8 
mit einem Wert von 1,39 ng/100 µl auf. Beim Schwamm Nr. 274 werden bereits im 
Überstand von d0 - d2 und dem Überstand von d3 - d5 dedektierbare Werte gefun-
den, die mit einem Expressionsmaximum von 4,04 ng/100 µl am Messtag d8 
(Überstand von d6 - d8) den Verlauf der Genexpression gipfeln. Ab dieser Messung 
kann nur noch am Messtag d11 ein Wert von 1,43 ng/100 µl ermittelt werden. Die 
Zytokinkonzentrationen der folgenden Messungen fallen unter das Detektionslimit. 
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3.2.6.2  Messung von feIFNγ in den Zellkulturüberständen 
 
Tabelle 14:   Werte der Standardkurve für feIFNγ 
                    Standard für feIFNγ               Absorption bei 450 nm          feIFNγ in ng/100 µl 
A Std. 8 ng/ml  1,029  7,99 
B Std. 4 ng/ml  0,649  4,05 
C Std. 2 ng/ml  0,407  1,92 
D Std. 1 ng/ml  0,294  1,01 
E Std. 0,5 ng/ml  0,230  0,53 
F Std. 0,25 ng/ml  0,203  0,33 
G Std. 0,125 ng/ml  0,202  0,32 
H Std. 0,0625 ng/ml  0,184  0,19  
 
Für den ELISA zur Bestimmung der feIFNγ-Konzentration in Zellkulturüberständen 
gibt der Hersteller ein Detektionslimit von 0,06 ng/ml an. In den von mir 
durchgeführten Untersuchungen können allerdings nur Werte bis 0,5 ng/ml ge-
messen werden. Konzentrationen, die unterhalb dieses Wertes liegen werden als so-
genannter background bezeichnet. 
 
Tabelle 15:   Anordnung der Proben auf der ELISA-Platte für feIFNγ (24h-Messwerte)  
 1 2 3 4 5 6 
A Day 3   # 260 Day 3   # 269 Day 6    # 261 Day 6    # 270 Day 9    # 262 Day 9  # 271 
B Day 3   # 261 Day 3   # 270 Day 6    # 262 Day 6     # 271 Day 9    # 263 Day 9  # 272 
C Day 3   # 262 Day 3   # 271 Day 6    # 263 Day 6    # 272 Day 9    # 264 Day 9  # 274 
D Day 3   # 263 Day 3   # 272 Day 6    # 264 Day 6    # 274 Day 9    # 265 Day 9  # 275 
E Day 3   # 264 Day 3   # 274 Day 6    # 265 Day 6    # 275 Day 9    # 266 Day 9  # 276 
F Day 3   # 265 Day 3   # 275 Day 6    # 266 Day 6    # 276 Day 9    # 268 Day 12  # 260
G Day 3   # 266 Day 3   # 276 Day 6    # 268 Day 9    # 260 Day 9    # 269 Day 12  # 261
H Day 3    # 268 Day 6   # 260 Day 6    # 269 Day 9    # 261 Day 9    # 270 Day 12  # 262 
 7 8 9 10 11 12 
A Day 12  # 263 Day 12  # 272 Day 15  # 264 Day 15  # 274 Day 18  # 265 Day 18  # 275
B Day 12  # 264 Day 12  # 274 Day 15  # 265 Day 15  # 275 Day 18  # 266 Day 18  # 276
C Day 12  # 265 Day 12  # 275 Day 15  # 266 Day 15  # 276 Day 18  # 268 Day 21  # 260
D Day 12  # 266 Day 12  # 276 Day 15  # 268 Day 18  # 260 Day 18  # 269 Day 21  # 261
E Day 12  # 268 Day 15  # 260 Day 15  # 269 Day 18  # 261 Day 18  # 270 Day 21  # 262
F Day 12  # 269 Day 15  # 261 Day 15  # 270 Day 18  # 262 Day 18  # 271 Day 21  # 263
G Day 12  # 270 Day 15  # 262 Day 15  # 271 Day 18  # 263 Day 18  # 272 Day 21  # 264
H Day 12  # 271 Day 15  # 263 Day 15  # 272 Day 18  # 264 Day 18  # 274 Day 21  # 265 
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Tabelle 16:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feIFNγ-Bestimmung  
                    (24h-Messwerte)  
 1 2 3 4 5 6 
A 0,129 0,147 0,149 0,242 0,152 0,151 
B 0,132 0,207 0,137 0,150 0,155 0,147 
C 0,141 0,132 0,143 0,138 0,134 0,231 
D 0,133 0,156 0,107 0,409 0,117 0,128 
E 0,133 0,797 0,109 0,135 0,123 0,128 
F 0,147 0,180 0,138 0,138 0,127 0,127 
G 0,191 0,139 0,134 0,135 0,135 0,135 
H 0,133 0,122 0,140 0,136 0,190 0,120 
        
 7 8 9 10 11 12 
A 0,115 0,135 0,134 0,134 0,138 0,127 
B 0,136 0,178 0,125 0,115 0,138 0,127 
C 0,137 0,133 0,139 0,119 0,114 0,116 
D 0,139 0,118 0,120 0,113 0,124 0,121 
E 0,126 0,137 0,131 0,127 0,125 0,130 
F 0,144 0,129 0,134 0,131 0,132 0,133 
G 0,155 0,151 0,137 0,119 0,143 0,119 
H 0,137 0,148 0,143 0,128 0,145 0,105  
 
 
Tabelle 17:  In-vitro-Genexpression von feIFNγ in ng/ 100 µl Überstand  
                   (24h-Messwerte) 
Katzennummer 260 261 262 263 264 265 
 d3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
Katzennummer 266 268 269 270 271 272 
 d3 0,24 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 
d6 0,00 0,00 0,00 0,62 0,00 0,00 
d9 0,00 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 
d12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d21        
Katzennummer 274 275 276 
 d3 5,51 0,16 0,00 
d6 1,93 0,00 0,00 
d9 0,54 0,00 0,00 
d12 0,15 0,00 0,00 
d15 0,00 0,00 0,00 
d18 0,00 0,00 0,00 
d21     
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Abb. 17:   Graphik zur In-vitro-Genexpression von feIFNγ der einzelnen    
                 Kollagenschwämme (24h-Messwerte) 
feIFNg  ELISA 
3T3, in vitro Schwamm, 24h-Überstände
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Die Bestimmung der Konzentration von feIFNγ in den 24h-Zellkulturüberständen 
zeigt ebenfalls nur bei Schwamm Nr. 270 und Schwamm Nr. 274 eine detektierbare 
Genexpression von über 0,53 ng/100 µl. In den 24h-Überständen von Schwamm   
Nr. 270 kann nur an d6 eine Genexpression von 0,62 ng/100 µl ermittelt werden. Die 
Zytokinkonzentrationen der anderen Messtage liegen unterhalb des Detektionslimits. 
Bei Schwamm Nr. 274 kann in den Überständen von d3, d6 und d9 eine           
Genexpression gemessen werden. Die höchste Konzentration an feIFNγ kann mit          
5,51 ng/100 µl an d3 ermittelt werden und fällt bis d9 auf einen Wert von               
0,53 ng/100 µl ab. Die folgendne Messungen ergeben auch bei diesem Schwamm 
keine weiteren detektierbaren Zytokinkonzentrationen. Zur Kontrolle werden auch für 
feIFNγ die 3-Tages-Überstände auf messbare Genexpression untersucht. 
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Tabelle 18:   Anordnung der Proben auf der ELISA-Platte für feIFNγ (3d-Messwerte)  
 1 2 3 4 5 6 
A St. 8 ng/ml Day 2   # 260 Day 2    # 269 Day 5     # 261 Day 5  # 270 Day 8     # 262
B St. 4 ng/ml Day 2   # 261 Day 2    # 270 Day 5     # 262 Day 5  # 271 Day 8     # 263
C St. 2 ng/ml Day 2   # 262 Day 2    # 271 Day 5     # 263 Day 5  # 272 Day 8     # 264
D St. 1 ng/ml Day 2   # 263 Day 2    # 272 Day 5     # 264 Day 5  # 274 Day 8     # 265
E St. 0,5 ng/ml Day 2   # 264 Day 2    # 274 Day 5     # 265 Day 5  # 275 Day 8     # 266
F St. 0,25 ng/ml Day 2   # 265 Day 2    # 275 Day 5     # 266 Day 5  # 276 Day 8     # 268
G St. 0,125 ng/ml Day 2   # 266 Day 2    # 276 Day 5     # 268 Day 8  # 260 Day 8     # 269
H St. 0,0625 ng/ml Day 2   # 268 Day 5    # 260 Day 5     # 269 Day 8  # 261 Day 8     # 270 
 7 8 9 10 11 12 
A Day 8      # 271 Day 11  # 263 Day 11  # 272 Day 14  # 264 Day 14  # 274 Day 17  # 265
B Day 8     # 272 Day 11  # 264 Day 11  # 274 Day 14  # 265 Day 14  # 275 Day 17  # 266
C Day 8       # 274 Day 11  # 265 Day 11  # 275 Day 14  # 266 Day 14  # 276 Day 17  # 268
D Day 8       # 275 Day 11  # 266 Day 11  # 276 Day 14  # 268 Day 17  # 260 Day 17  # 269
E Day 8       # 276 Day 11  # 268 Day 14  # 260 Day 14  # 269 Day 17  # 261 Day 17  # 270
F Day 11     # 260 Day 11  # 269 Day 14  # 261 Day 14  # 270 Day 17  # 262 Day 17  # 271
G Day 11     # 261 Day 11  # 270 Day 14  # 262 Day 14  # 271 Day 17  # 263 reagent/diluent
H Day 11     # 262 Day 11  # 271 Day 14  # 263 Day 14  # 272 Day 17  # 264 PBS komplett 
Platte 2 1 2 3 4 5 6 
A Day 17     # 272 Day 20  # 264 Day 20  # 274 Day 23  # 265 Day 23  # 275 Day 23  # 275
B Day 17     # 274 Day 20  # 265 Day 20  # 275 Day 23  # 266 Day 23  # 276 Day 23  # 276
C Day 17     # 275 Day 20  # 266 Day 20  # 276 Day 23  # 268   
D Day 17     # 276 Day 20  # 268 Day 23  # 260 Day 23  # 269   
E Day 20     # 260 Day 20  # 269 Day 23  # 261 Day 23  # 270   
F Day 20     # 261 Day 20  # 270 Day 23  # 262 Day 23  # 271   
G Day 20     # 262 Day 20  # 271 Day 23  # 263 Day 23  # 272   
H Day 20     # 263 Day 20  # 272 Day 23  # 264 Day 23  # 274   
 
 
Tabelle 19:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feIFNγ-Bestimmung  
                    (3d-Messwerte) 
 1 2 3 4 5 6 
A 0,616 0,118 0,138 0,118 0,214 0,130 
B 0,389 0,142 0,160 0,138 0,138 0,128 
C 0,290 0,129 0,126 0,124 0,128 0,115 
D 0,231 0,140 0,138 0,134 0,548 0,123 
E 0,216 0,126 0,535 0,128 0,143 0,123 
F 0,197 0,138 0,142 0,168 0,150 0,119 
G 0,227 0,148 0,178 0,137 0,141 0,150 
H 0,188 0,136 0,150 0,146 0,133 0,195  
 7 8 9 10 11 12 
A 0,119 0,128 0,128 0,123 0,139 0,121 
B 0,141 0,128 0,223 0,131 0,117 0,134 
C 0,271 0,116 0,130 0,129 0,123 0,120 
D 0,147 0,145 0,134 0,135 0,126 0,134 
E 0,135 0,121 0,122 0,131 0,117 0,133 
F 0,143 0,155 0,130 0,151 0,132 0,147 
G 0,134 0,185 0,140 0,130 0,147 0,209 
H 0,117 0,148 0,138 0,144 0,122 0,203  
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Platte 2  1 2 3 4 5  
A 0,105 0,098 0,121 0,123 0,117  
B 0,123 0,099 0,119 0,118 0,119  
C 0,108 0,113 0,121 0,112     
D 0,099 0,115 0,104 0,109     
E 0,112 0,128 0,116 0,122     
F 0,103 0,123 0,102 0,113     
G 0,111 0,117 0,110 0,117     
H 0,099 0,115 0,100 0,132      
Fortsetzung von Tabelle 19:   Absorption bei 450 nm – Ergebnis der feIFNγ-Bestimmung  
(3d-Messwerte) 
 
                   (3d-Messwerte) 
Katzennummer 264 
0,00 0,00 
Tabelle 20:  In-vitro-Genexpression von feIFNγ in ng/ 100 µl Überstand  
260 261 262 263 265 
d2 0,00 0,00 0,00 0,00 
d5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
Katzennummer 266 268 269 270 271 
0,00 0,00 0,00 
272 
d2 0,00 0,00 0,00 
d5 0,08 0,00 0,00 0,41 0,00 0,00 
d8 0,00 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 
d11 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
d23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
Katzennummer 274 275 276 
d2 3,01 0,00 0,15 
d5 3,13 0,00 0,00 
d8 0,83 0,00 0,00 
d11 0,48 0,00 0,00 
d14 0,00 0,00 0,00 
d17 0,00 0,00 0,00 
d20 0,00 0,00 0,00 
d23 0,00 0,00 0,00  
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Abb. 18:   Graphik zur In-vitro-Genexpression von feIFNγ der einzelnen  
                 Kollagenschwämme (3d-Messwerte) 
feIFNg ELISA 
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Der ELISA der 3-Tages-Überstände kann überraschender Weise nur noch in den 
Zellkulturüberständen des Schwamms Nr. 274 dedektierbare Konzentrationen    
nachweisen. Hier steigt die Zytokinkonzentration im Überstand von d0 - d2                 
(3,01 ng/100 µl) auf ein Maximum von 3,13 ng/100 µl im Überstand von d3 - d5, um 
bis zur Messung an d8 (Überstand von d6 - d8) rapide auf einen Wert von            
0,83 ng/100 µl abzufallen. Keine weiteren Messungen ergeben innerhalb der           
3-Tages-Überständen eine messbare Genexpression an feIFNγ. 
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3.2.7  Histologische Untersuchung der in vitro eingesetzten Schwammstücke 
 
Die histologischen Schnitte der Kollagenschwämme werden alle unter dem Licht-
mikroskop untersucht. Dabei wird darauf geachtet, ob Fibroblasten entlang der 
Kollagenfasern gefunden werden können. Bei allen Schwämmen lassen sich histo-
logisch Fibroblasten nachweisen. Es kann jedoch aufgrund der histologischen Unter-
suchung der Paraffinschnitte der einzelnen Schwämme nicht auf die Quantität des 
Fibroblastenwachstums rückgeschlossen werden. Stellvertretend für alle 15 unter-
suchten Kollagenschwämme wird ein histologischer Schnitt in zwei verschiedenen 
Vergrößerungen dargestellt. 
 
Abb. 19:   Histologischer Schnitt   
Kollagenschwamm Nr. 261;                   
HE-Färbung; 4-fache Vergr.                           
Abb. 20:   Histologischer Schnitt 
Kollagenschwamm Nr. 261; 
HE-Färbung; 20-fache Vergr. 
 
 
Abbildung Nr. 19 zeigt die lockere Struktur der Kollagenfasern, die im nativem 
Schwamm in einer dreidimensionalen Raumstruktur angeordnet sind. Der Pfeil in 
Abbildung Nr. 20 weist auf ein Feld mit zahlreichen Fibroblasten hin, die in vitro 
entlang der Kollagenfasern eingewachsen sind. 
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3.2.8 Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung 
 
In den Proben, die in das Institut für Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und 
Seuchenmedizin der Tierärztlichen Fakultät der Universität München geschickt 
werden, kann kein Wachstum aerober Keime nachgewiesen werden. Auch in einer 
Kultur nach Anreicherung ist keine bakterielle Besiedlung der Kollagenschwämme 
nachzuweisen. 
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4 DISKUSSION 
 
4.1 Das Fibrosarkom als Tumormodell 
 
 
Aus tiermedizinischer Sicht stellt das feline Fibrosarkom eine tumoröse Krankheit 
dar, die mit einer besonders schlechten Prognose hinsichtlich der Dauer einer 
kompletten Remission und der Überlebenszeit verbunden ist. Auch wenn die 
Inzidenz nach Vakzination ein Fibrosarkom zu entwickeln, bei 1:1000 bis 1:10000 
liegt, sieht sich jeder praktische Tierarzt mit diesem Tumor konfrontiert. Aus diesem 
Grund gilt es eine Therapie zu entwickeln, die flächendeckend in tierärztlichen 
Praxen angewendet werden kann, um die Rezidivrate zu senken und dadurch das 
Leben der Patienten zu verlängern.    
 
Katzen können zusätzlich auch als Tumormodell für die Humanmedizin herange-
zogen werden. Haustiere sind den gleichen Umweltbedingungen wie ihre Besitzer 
aus-gesetzt und reagieren deshalb ähnlich wie diese auf die Belastung von Karzino-
genen. Da das feline Fibrosarkom im Gegensatz zu Tumormodellen in Labortieren 
nicht artifiziell gesetzt wird, ist sein Therapieverhalten besser mit dem von humanen 
Krebserkrankungen vergleichbar. Größe und Zellkinetik bieten ebenfalls geeignetere 
Vergleichsmöglichkeiten hinsichtlich des Einsatzes adjuvanter Therapieverfahren wie 
Radio- oder Chemotherapie (275).  
Das Fibrosarkom kann als ein gutes Beispiel für Weichteilsarkome angesehen 
werden, die ein aggressives Wachstumsverhalten mit einer geringen bis mäßigen 
Metastasierungsrate zeigen. Da die Heilungsrate dieser Tumore hauptsächlich durch 
das Auftreten von Rezidiven eingeschränkt wird, kann der kurative Erfolg einer lokal 
angewendeten, adjuvanten Gentherapie hier besonders gut beurteilt werden. Des 
Weiteren kann das feline Fibrosarkom auch als Modell für eine genetisch prädis-
ponierte Karzinogenese dienen.  
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4.2  Verwendung eines nonviralen Vektors  
 
Im Rahmen der Gentherapie kommen bisher vor allem virale Vektoren zum Einsatz. 
Sie sind hinsichtlich der erzielbaren Transduktionsraten dem nonviralen Gentransfer 
klar überlegen. Jedoch bringen Viren als Genfähren auch bestimmte Nachteile mit 
sich, die den Erfolg einer Gentherapie maßgeblich beeinflussen können. In Einzel-
fällen kam es durch virusspezifische Verhaltensweisen (z. B. Insertionsmutagenese) 
sogar zu einer Schädigung von Patienten. Des Weiteren ist der hohe organisa-
torische und finanzielle Aufwand, der mit der Herstellung und der Anwendung viraler 
Vektoren verbunden ist, ein limitierender Faktor, der gerade für die therapeutische 
Behandlung von Haustieren eine entscheidende Rolle spielt. 
 
Das Ziel der Gentherapie ist es, durch den Transfer neuer Gene oder den Ersatz 
defekter Gene, in einem Organismus einen therapeutischen Erfolg zu erzielen, der 
auch über einen längeren Zeitraum hinweg aufrecht erhalten werden kann. Dafür 
muss neben einem effizienten Gentransfer vor allem die Genexpression in den trans-
duzierten bzw. transfizierten Zellen gewährleistet sein. 
Es ist bekannt, dass virale Vektoren im Organismus des Patienten sowohl eine zell-
vermittelte als auch eine humorale Immunantwort induzieren. Die zelluläre Immunität 
wird dabei vor allem von CD8+ T-Zellen dominiert, die durch die viralen Proteine des 
Vektors aktiviert werden. Vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Dauer der 
Genexpression in immunkompetenten sowie immunsupprimierten Tieren zeigen 
deutliche Unterschiede. Während es bei intaktem Immunsystem schnell zu einer 
CTL-vermittelten Lyse der transduzierten Zellen kommt, kann in CD8(-/-) knock out 
Mäusen oder durch den Einsatz von CTLA4-Immunglobulin eine langandauernde 
Genexpression erzeugt werden (62).  
Die gegen den viralen Vektor gerichtete zelluläre Immunität ist nicht von der de-novo-
Synthese viraler Proteine abhängig, wie es der MHC I-vermittelte Weg von CD8+    
T-Zellen vermuten lassen würde. Auch biologisch inaktive Viren vermögen eine 
zelluläre Immunantwort auszulösen (150, 236). Dies limitiert somit auch den Einsatz 
von sogenannten „gutless“ Viren (z. B. Adenoviren der 3. Generation), bei denen alle 
für virale Proteine codierenden Regionen entfernt werden. 
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Bei viralen Vektoren, die das Transgen nicht ins zelluläre Genom integrieren sowie
durch die Lyse transduzierter Zellen und der dadurch bedingten sistierenden Genex-
pression, ist häufig ein wiederholter Gentransfer nötig. Da aber neben der zellulären 
Immunität auch die Bildung neutralisierender Antikörper induziert wird, unterliegt der 
virale Gentransfer weiteren Einschränkungen. Die wiederholte Applikation eines 
viralen Vektors mit dem gleichen Serotyp führt dadurch oft zu keiner weiteren Genex-
pression und somit auch zu keinem therapeutischen Erfolg (62). Im Rahmen des 
immunologischen Monitorings, das während der ersten klinischen Studie über virale 
Gentherapie beim Fiborsarkom der Katze durchgeführt wird, können gegen Adeno-
viren gerichtete Antikörper bis zu einem Jahr nach Virusinjektion im Serum der 
Patienten nachgewiesen werden (216). 
 
 
Hinzu kommt unter Umständen eine bereits existierende Präimmunität, die 
besonders die Wirksamkeit von Adenoviren einschränkt. Da diese Viren ubiquitär 
vorhanden und Infektionen auch für Katzen bekannt sind, kann ein gewisser 
Durchseuchungsgrad in der felinen Population nachgewiesen werden (173, 174, 
216). Die hierbei induzierten Abwehrmechanismen können dann im Falle einer Gen-
therapie gegen den Vektor gerichtet werden, diesen abfangen und somit bereits bei 
erstmaliger Anwendung eine Transduktion verhindern. 
Um ein unkontrolliertes Ausbreiten des viralen Vektors im Organismus des Patienten, 
sowie die Möglichkeit einer Infektion anderer Individuen zu verhindern, werden als 
Vektoren meist replikationsdefekte Viren eingesetzt. Trotz Deletion der entsprechen-
den Gensequenzen kann es bei der Herstellung der viralen Vektoren zu Mutationen 
und somit zu einer Wiedererlangung der Vermehrungsfähigkeit kommen. Diese 
Vektoren sind somit vor jedem gentherapeutischen Einsatz dahingehend zu über-
prüfen, was unter anderem mit einem erhöhten Kostenaufwand verbunden ist. 
 
Da es sich bei viralen Vektoren um potentielle Pathogene handelt, werden vom 
Gesetzgeber besondere Auflagen erhoben (Gentechnikgesetz). So bedarf es je nach 
verwendetem Virus für die Herstellung des Vektors eines S2- bis S4-Labors und für 
die Anwendung eines viralen Gentransfers mindestens eines S1-Bereichs. Dies 
erfordert unter tierärztlichen Praxisbedingungen einen höheren organisatorischen 
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(Anmeldung der Gentherapie) sowie natürlich auch räumlichen Aufwand (Bereit-
stellung eines Sicherheitsbereichs).  
All diese beschriebenen Nachteile, die mit dem Einsatz viraler Vektoren verbunden 
sind, sollen durch die Verwendung des nonviralen Gentransfers vermieden werden.  
 
4.3  Verwendung spezieseigener Zytokin-Gene 
 
In vorliegender Studie werden ausschließlich feline Zytokin-Gene therapeutisch ein-
gesetzt. Es ist bekannt, dass auch gegen das Transgen gerichtete Abwehrmechanis-
men für einen Abfall der Genexpression verantwortlich gemacht werden können 
(231). Auf das Einschleusen speziesfremder Gene und der daraus resultierenden 
Expression von Fremdprotein, reagiert der immunkompetente Organismus mit der 
Bildung einer zellulären wie auch humoralen Immunität.  
 
Zum einen wird das fremde Protein über MHC I-Rezeptoren auf der Oberfläche der 
transduzierten/transfizierten Zelle exprimiert und ist somit für die Aktivierung von 
zytotoxischen T-Lymphozyten verantwortlich, die die Lyse der Transgen-tragenden 
Zelle induzieren. Zum anderen werden Antikörper gegen das speziesfremde Eiweiß 
gebildet, die zu einem schnellen Wirkungsverlust des neugebildeten Proteins führen. 
Ein wiederholter Einsatz der Gentherapie mit dem gleichen Xenotransgen kann 
somit, ähnlich dem Einsatz viraler Vektoren, unmöglich werden.  
Wenn die induzierten IgG-Antikörper ebenfalls an die transgene Zelle binden, wird 
zusätzlich eine Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität hervorgerufen, die 
die CD8+ T-Lymphozyten in der Elimination der betreffenden Zelle unterstützt. Die 
humorale Immunantwort kann sogar soweit reichen, dass autoimmune Prozesse in 
Gang gesetzt werden. Dadurch kann nicht nur das fremde sondern auch das 
körpereigene Protein angegriffen werden (182).  
 
Einen weiteren Vorteil durch die Gentherapie mit katzeneigenen Genen verspricht 
man sich durch die bessere Wirkung der Zytokine auf das feline Immunsystem und 
der dadurch verbesserten antitumoralen Antwort. Von Interesse wäre hierbei beurtei-
len zu können, ob es durch die felinen Zytokine zu einer, verglichen mit spezies-
fremden Zytokinen, gesteigerten Infiltration von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten im 
Tumorbett kommt. Natürlich ist dies aus ethischen Gesichtspunkten heraus in dieser 
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Studie nicht möglich, da den Katzen ohne medizinische Indikation nachträglich kein 
Gewebe im Bereich des implantierten Kollagenschwamms entnommen werden kann. 
Somit lässt nur der Vergleich der Remissionsrate einen Rückschluss auf eine 
bessere Wirkung dieser felinen Gene zu. 
Für Folgestudien, in denen Katzenzytokine jedoch intratumoral angewendet werden, 
könnten zusätzlich immunhistochemische Untersuchungen darüber Aufschluss 
geben. Ein Vergleich der CD4/CD8-Ratio im Tumor und umgebenden Gewebe 
zwischen Tieren, denen feline oder speziesfremde Gene appliziert werden, könnte 
die bessere Wirkung katzeneigener Zytokin-Gene bestätigen.  
 
4.4  Der gleichzeitige Einsatz der drei felinen Zytokine-Gene 
 
Die in dieser Studie eingesetzten Zytokine nehmen in unterschiedlicher Weise 
Einfluss auf das Immunsystem (s. Kapitel 2.4). Durch die verschiedenen Ansatz-
punkte erhofft man sich einen synergistischen oder additiven Effekt der einzelnen 
Zytokine auf die gewünschte Antitumor-Immunität. Rosenthal et al., Yoon et al. sowie 
Kircheis et al. können in Studien an murinen Tumormodellen eine potenzierte 
Wirkung der drei Zytokine erreichen, wenn sie in Kombination angewendet werden, 
verglichen mit der jeweiligen Wirkung der einzelnen Zytokine (160, 239, 298). 
Eine weitere Überlegung im gleichzeitigen Einsatz von feIL-2, feIFNγ und feGM-CSF 
liegt darin begründet, dass durch die additive Wirkung geringere Dosen der einzel-
nen Zytokine eingesetzt werden müssen. Gerade IL-2 ist hinsichtlich seiner bekann-
ten Nebenwirkungen als dosislimitierend anzusehen (284). Durch die Kombination 
von drei Zytokinen erhofft man sich eine geringere Ausgangsmenge der einzelnen 
Komponenten bei einer gleichen oder verbesserten antitumoralen Wirkung. In dieser 
Studie werden die drei Zytokine jeweils in der gleichen Dosis eingesetzt. Um Neben-
wirkungen minimieren zu können, bestünde auch die Möglichkeit v. a. die Menge an 
IL-2 zu reduzieren, während die anderen Zytokine höher dosiert werden könnten. Ob 
Nebenwirkungen dadurch abgeschwächt werden können, bleibt in weiteren Phase I-
Studien zu beweisen. 
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4.5 Wahl dieser Form der Immuntherapie 
 
In der Krebsbehandlung können verschiedene Formen der Immuntherapie eingesetzt 
werden (s. Kapitel 2.3). In vorliegender Studie wird durch den Transfer von            
Zytokin-Genen eine aktive, unspezifische Immunstimulation als adjuvante Therapie 
des Fibrosarkoms ausgewählt. Durch die gewählte Applikationsart des Gentransfers, 
nämlich die Verbringung von Genvektoren ins Tumorbett ergibt sich die Möglichkeit, 
dass die Gentherapie spezifisch am Ort eines potentiellen Rezidivs wirkt. So könnten 
im Tumorbett zurückbleibende Fibrosarkomzellen in den Kollagenschwamm 
einwachsen und durch die aufgenommenen Zytokin-Gene zu einer gesteigerten 
Immunogenität gebracht werden. Diese könnte z. B. über eine vermehrte Expression 
von MHC I und MHC II erfolgen; ein Mechanismus, der in vitro im Zusammenhang 
mit der Charakterisierung der verwendeten Genvektoren nachgewiesen wurde (251). 
 
Eine Antigen-spezifische Immunstimulation (als passive oder aktive Form) setzt 
voraus, dass bereits Tumor-spezifische Antigene identifiziert sind und dass alle 
Tumorzellen diese genannten Antigene exprimieren. Da für das feline Fibrosarkom 
bisher aber keine Tumor-assoziierten Antigene (TAA) bekannt sind, entfallen die 
passive Immuntherapie sowie einige Möglichkeiten der aktiven, spezifischen 
Immunisierung. Der Einsatz einer autologen Tumorzellvakzine wäre zwar denkbar 
und aus wissenschaftlicher Sicht heraus auch interessant. Um jedoch dem Anspruch 
einer praxisrelevanten Therapie gerecht werden zu können, ist diese Form der 
Immunstimulation nicht praktikabel. Aufgrund des hohen Kosten- und Organisations-
aufwandes, der bei der Herstellung einer für jeden Patienten individuellen Tumor-
zelllinie anfallen würde, wäre diese Therapie in der veterinärmedizinischen Praxis 
nicht realisierbar. Anders würde es sich mit einer allogenen Tumorzellvakzine 
verhalten, die ohne größeren Aufwand prä- oder postoperativ an der Katze 
angewendet werden könnte. Aber auch bei dieser Form der Vakzinierung, müssen 
erst effiziente Ex-vivo-Transfektionen etabliert werden. Leider liegen aber bisher 
keinerlei wissenschaftliche Ergebnisse für den Einsatz einer Tumorzellvakzine beim 
felinen Fibrosarkom vor.   
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Besonders in der Humanmedizin hat sich der Einsatz von Zytokinen (v. a. IL-2) als 
eine erfolgversprechende Immuntherapie herauskristallisiert.  
In Vorläuferstudien an der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München, können in 
einer Phase II-Studie mit huGM-CSF (Dissertation Anne Löcher in Vorbereitung) und 
einer weiteren Phase II-Studie mit huIL-2 und feIFNγ (Dissertation Stefanie 
Schlemmer in Vorbereitung und Dissertation Jennifer Ludwig in Vorbereitung) auch 
im tiermedizinischen Bereich erste klinische Erfolge erzielt werden. Aus diesem 
Grund wird das Prinzip der aktiven, unspezifischen Immunstimulation beibehalten 
und der antitumorale Effekt bei der gleichzeitigen Anwendung dieser drei Zytokin-
Gene untersucht.  
 
4.6  Kollagenschwamm als Trägermaterial 
 
Der Kollagenschwamm hat sich als sehr gutes Trägermaterial für den Gentransfer 
erwiesen. Neben der einfachen Herstellung als „gene activated matrix“ (GAM) ist 
auch der Einsatz in vivo als unkompliziert zu bezeichnen. Ohne Schwierigkeiten lässt 
sich der Schwamm nach der Tumorexstirpation ins Tumorbett einsetzen und von der 
Fasziennaht verdecken. Seine Eigenschaft als blutstillendes Material sowie als 
Leitschiene für einsprossendes Granulationsgewebe ist hierbei ein weiterer Vorteil. 
Kollagen, auch wenn es sich um Fremdprotein handelt, stellt ein natürliches Material 
von sehr niederer Immunogenität dar (271) und erfüllt somit die Grundvoraussetzung 
für den Einsatz als Implantat. Auch der Abbau erfolgt ohne das Auslösen von 
Abwehrreaktionen. Innerhalb von zwei bis sieben Wochen wird Kollagen, sofern es 
nicht zusätzlich chemisch vernetzt wird, durch körpereigene Kollagenasen in abbau-
bare Spaltprodukte lysiert.  
Die negativen Befunde der mikrobiologischen Untersuchung der hier in vivo einge-
setzten Kollagenschwämme bestätigen, dass dieses Material auch effektiv sterilisiert 
werden kann.  
 
Zu klären gilt es allerdings noch, ob und wie lange der Kollagenschwamm als GAM 
gelagert werden kann, ohne dass die eingebetteten Genvektoren an Wirksamkeit 
verlieren. Nur wenn es möglich ist, den Schwamm auch über eine längere Zeit-
spanne hinweg aufbewahren und trotzdem eine effektive Genexpression gewähr-
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leisten zu können, würde sich diese Form des Gentransfers auch für den Einsatz in 
der tierärztlichen Praxis empfehlen.  
 
4.7  Diskussion der Einzelergebnisse 
 
Im Folgenden werden die im Rahmen der Common-Toxicity-Criteria-Tabelle (CTC-
Tabelle) evaluierten Parameter beleuchtet. Es wird dargestellt, ob sich ein Zusam-
menhang zwischen Therapie und den manifestierten Veränderungen herstellen lässt 
und den einzelnen CTC-Werten der entsprechende Korrelationsgrad gegenüber 
gestellt. 
 
4.7.1  Patientendaten 
 
Das Alter der aufgenommenen Tiere liegt mit einem Durchschnittswert von           
11,3 Jahren (bzw. 11,6 Jahre bei Einbeziehung der Gruppe 0) in einem Rahmen, der 
auch in der Literatur bestätigt wird (68, 134). Das Verhältnis von neun männlichen zu 
sechs weiblichen Tieren erlaubt keinen Hinweis auf eine Geschlechtsprädisposition.  
Alle Tumore treten an den für Fibrosarkome typischen Lokalisationen auf, wobei der 
Interscapularbereich mit neun Tieren deutlich häufiger vertreten ist. Zu berück-
sichtigen ist natürlich, dass die Tumorlokalisation am Rumpf zu den Einschluss-
kriterien gehört. Aus der Anamnese der einzelnen Tiere ist kein Rückschluss auf eine 
injektionsbedingte Ursache herzustellen. Zwar werden alle Katzen regelmäßig beim 
praktischen Tierarzt geimpft, die Besitzer können aber keine Auskunft über die 
Injektionsstellen geben. Das Ergebnis, dass 14 der 15 erkrankten Tiere europäische 
Kurzhaarkatzen sind, lässt sich eher mit der in Deutschland bevorzugten Haltung 
dieser Rasse erklären, als durch eine erhöhte genetische Veranlagung.  
 
4.7.2  Störungen des Allgemeinbefindens 
 
Bei zwei Katzen (Nr. 265 und Nr. 271) lässt sich während der Therapie eine Störung 
des Allgemeinbefindens feststellen.  
Das Tier Nr. 265 wird an d60 mit hochgradig reduziertem Allgemeinbefinden, Husten, 
einer gering- bis mittelgradigen Dehydratation und einem Gewichtsverlust von 17 % 
(verglichen mit dem Gewicht bei Studienaufnahme) vorgestellt. Röntgenologisch 
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kann eine starke Metastasierung des Tumors in die Lunge diagnostiziert werden. Die 
Verdrängung gesunden Lungengewebes durch Tumormasse ist in diesem Fall für die 
erhobenen Befunde verantwortlich zu machen. Der drastische Gewichtsverlust wird 
der vorangegangenen viertägigen Anorexiephase und einer Tumorkachexie zuge-
schrieben. Da Katzen Flüssigkeit vor allem über die Nahrung aufnehmen, erklärt sich 
daraus auch der Dehydratationsgrad von 5 %. Das auskultatorisch erhobene 
hochgradige Atemgeräusch und der Husten sind ebenfalls auf die Lungen-
metastasen zurückzuführen. So gibt es keine Anhaltspunkte, dass die veränderten 
Parameter mit der Therapie in Verbindung gebracht werden können. Die jeweiligen 
CTC-Grade werden somit mit dem Korrelationsgrad 1 bewertet.  
 
Die Katze Nr. 271 wird an d10 vorberichtlich mit einer dreitägigen Anorexie und einer 
Verschlechterung des Allgemeinbefindens seit der Entlassung an d3 vorgestellt. 
Klinisch lässt sich eine Gewichtsreduzierung von 16 % feststellen. Labordiagnostisch 
ergibt sich eine hochgradige Leukozytose mit Linksverschiebung. Diese gibt Hinweis 
auf ein akutes Entzündungsgeschehen. Zusätzlich entwickelt dieses Tier kurz darauf 
ein im Operationsbereich lokalisiertes Serom. Somit sind die veränderten 
Leukozytenwerte eher auf eine entzündliche Reaktion infolge der Operation als auf 
die Therapie zurückzuführen. In diesem Fall ist den CTC-Werten der Korrelations-
grad 2 zuzuordnen.  
 
4.7.3  Ätiologie der Wundheilungsstörungen 
 
Post operativ entwickeln drei Katzen Wundheilungsstörungen. Tier Nr. 268 und      
Nr. 274 werden mit einer fluktuierenden Umfangsvermehrung im Wundbereich 
vorgestellt. Da die Palpation bei genannten Tieren nicht schmerzhaft ist und sich das 
betroffene Gebiet als nicht vermehrt warm darstellt, wird die Diagnose eines Seroms 
erhoben. Auch der sonographische Befund einer hypoechogenen Flüssigkeitsan-
sammlung untermauert den Verdacht. 
 
Ein Serom ist unter anderem definiert durch die subkutane Ansammlung größerer 
Mengen serösen, eiweißreichen Wundexsudats in einer bereits verschlossenen 
Wunde. Ursächlich daran beteiligt können ein starkes Gewebetrauma (z. B. durch 
eine Operation), eine mangelnde Blutstillung oder eine starke mechanische 
Diskussion                                                                                                                113                      
Belastung der Wunde sein. Besonders seromgefährdet sind Wunden, bei denen es 
operationsbedingt zu einem hohen subkutanen Unterminierungsgrad und dadurch 
zur Bildung eines großen Totraums kommt.  
Die zwei Katzen (Nr. 268 und Nr. 274), die an d28 ein Serom entwickeln, werden bei 
Studienaufnahme mit bereits sehr großen Primärtumoren vorgestellt. Die Größe des 
Fibrosarkoms von Tier Nr. 268 beträgt 4,1 x 3,9 x 2,5 cm im Interscapularbereich und 
3 x 2 x 2 cm im Bereich caudal der linken Scapula. Der Tumor von Katze Nr. 274 
liegt ebenfalls im Interscapularbereich und zählt mit einem Durchmesser von 6 cm zu 
einem der größten Fibrosarkome, die in dieser Studie chirurgisch entfernt werden. 
Durch die enorme Größe lässt sich die Bildung eines operativ bedingten Hohlraums 
kaum vermeiden. Hinzu kommt die Lokalisation im Bereich zwischen den Schulter-
blättern. Das Wundgebiet ist hier durch den Bewegungsablauf ständigen mecha-
nischen Belastungen ausgesetzt und somit ist eine komplikationslose Wundheilung 
nur bedingt möglich.  
 
Die Beobachtung, dass es nur bei Katzen mit großen interscapulär gelegenen 
Tumoren zur Serombildung kommt, lässt eine operationsbedingte Pathogenese ver-
muten. Es gilt jedoch noch anzuführen, dass der Schwamm aus Pferdekollagen zwar 
an sich schwach immunogen ist, im Rattenmodell aber durchaus in der Lage war, 
einen Fremdkörperreiz auszulösen (245). Unklar ist, ob dies durch unzureichende 
Aufbereitungsverfahren bei der Herstellung des Kollagenschwamms oder durch das 
Fremdkollagen verursacht wird. So könnte es sich bei oben genannten Tieren auch 
um ein Fremdkörper-bedingtes und somit Therapie-assoziiertes Serom handeln; was 
eine Erklärung für das sehr späte Auftreten am d28 post implantationem liefern 
könnte. Aus diesem Grund wird der Korrelationsgrad 3 zugeordnet. 
 
Bei Tier Nr. 271 lässt sich am d14 ein fluktuierender Bereich unter der Narbe 
palpieren. Zeitgleich fallen die Gesamtzahl der Erythrozyten, der Hämatokrit sowie 
der Hämoglobingehalt ab. Beim Auftropfen von Blut auf einen Objektträger kann eine 
Agglutination beobachtet werden, die jedoch nach Zugabe von physiologischer 
Kochsalzlösung nicht reproduzierbar ist. Ein Coombs-Test wird leider nicht einge-
leitet. Im Blutbild wird weiterhin eine Thrombozytose von 810 x 109/l diagnostiziert.  
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Da die Katze bereits einige Tage zuvor ebenfalls eine hochgradige Leukozytose mit 
Linksverschiebung aufweist, wird eine Aspiration der subkutanen Flüssigkeit durch-
geführt. Zytologisch werden vor allem Blutzellen nachgewiesen. Aufgrund des negati-
ven bakteriologischen Befundes wird die Diagnose einer Blutung ins Wundgebiet mit 
einhergehender Blutungsanämie gestellt. Nachdem die Katze eine Bluttransfusion 
erhalten hat und der Abfluss von Wundsekret über einen Penrosedrain sichergestellt 
wird, steigen die veränderten Parameter wieder dauerhaft in den Referenzbereich. 
Diese Katze war, wie die anderen oben genannten Tiere, an einem sehr großen      
(7 x 8 x 4 cm) Fibrosarkom erkrankt, das zwischen den Schulterblättern lokalisiert 
war.  
In diesem Fall wird ebenfalls die Schwere der Operation für die subkutane Blutung 
und die darauffolgende Anämie verantwortlich gemacht. Diese Einschätzung wird 
von der Verlaufsbeobachtung gestützt, da die Blutarmut nur durch eine Transfusion 
behandelt wird und sich klinisch nicht erneut manifestiert. Die zeitgleich auftretende 
reaktive Thrombozytose geht mit der Diagose einer akuten Blutungsanämie konform. 
Bei dieser Katze darf aber eine therapiebedingte Ursache der akuten Anämie nicht 
ganz außer Acht gelassen werden. Rabinowitz et al. berichten 1990 von einem Fall, 
bei dem es durch die Gabe von IFNγ zum Auslösen einer akuten hämolytischen 
Anämie kommt (234). Sie können keine Hinweise für eine immunmediierte Kompo-
nente, wie sie als Nebenwirkung von IFNα bekannt ist, feststellen. Auch bei der 
Katze Nr. 271 wird eine autoimmunhämolytische Anämie eher ausgeschlossen. Die 
unter 3.2.3 für dieses Tier erhobenen CTC-Grade korrelieren somit wahrscheinlich 
nicht mit der durchgeführten Gentherapie, weshalb ein Korrelationsgrad 2 ange-
nommen wird. 
 
4.7.4  Veränderungen im weißen Blutbild 
 
Der Anstieg der Gesamtleukozytenzahl aller Patienten an d3 ist auf die Operation 
zurückzuführen. Innerhalb der Leukozytenpopulation kommt es weiter zu keinen 
auffälligen Veränderungen, die sich bei mehr als nur einer Untersuchung mani-      
festieren. Da sich innerhalb der einzelnen Gruppen keine Tendenzen erkennen 
lassen, werden die hierbei ermittelten CTC-Grade eher einer zufälligen, 
physiologisch bedingten Leukozytenschwankung zugeordnet. Die stärksten 
Veränderungen des weißen Blutbilds sind an der Zahl der Lymphozyten erkenntlich. 
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Ab der Dosisgruppe II kommt es hier vor allem im Zeitraum zwischen d0 und d45 bei 
mindestens der Hälfte der Tiere in jeder Gruppe zu einem Abfall der Lymphozyten. 
Besonders ausgeprägt stellt sich der Lymphozytenabfall bei den Tieren der 
Dosisgruppe IV dar.  
 
Lymphopenien werden häufig unter der Behandlung mit IL-2 diagnostiziert. Dabei ist 
jedoch das Interleukin nicht direkt am Rückgang der Lymphozytenpopulation betei-
ligt. Viel mehr wird der durch IL-2 induzierte Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) als 
auslösendes Agens verantwortlich gemacht (233). Dieses, früher auch als Lympho-
toxin bezeichnete Zytokin wird vor allem von aktivierten T-Zellen, Natürlichen Killer-
zellen und Makrophagen sezerniert. Dabei steigt die Expression des TNFα propor-
tional mit der eingesetzten Dosis von IL-2 an (223). Auch Chen et al. weisen bei 
Mäusen nach, dass eine IL-2-Toxizität mit höheren Werten an TNFα einhergeht. Die 
dadurch bedingte Lymphopenie ist vor allem durch einen Abfall der B-Lymphozyten 
charakterisiert (46). Auch beim Rind liegen Untersuchungen vor, die von einer Re-
duktion der peripheren Lymphozyten nach einer IL-2-Bolusinjektion berichten (42). 
 
Bei den Katzen der vorliegenden Gentherapiestudie kann ebenfalls mit steigender 
Dosisstufe ein größerer prozentualer Rückgang der Lymphozytenpopulation be-
obachtet werden. Aus diesem Grund wird die Zytokintherapie als wahrscheinliche 
Ursache für die Veränderungen angesehen und den erhobenen CTC-Werten der 
Korrelationsgrad 4 zugeordnet.   
 
4.7.5  Rezidivrate 
 
Vorab ist zu sagen, dass auf Grund der geringen Patientenzahl pro Dosisgruppe kein 
Rückschluss auf die Wirksamkeit der einzelnen Dosierungen gezogen werden kann. 
Die Katzen werden somit für die Beurteilung der Rezidivrate als eine Therapiegruppe 
behandelt. Die Tiere, die zwar aufgenommen werden, bei denen aber histopatho-
logisch kein Fibrosarkom diagnostiziert werden kann, sind von anschließender 
Auch wenn es bei einer Phase I-Studie nicht Ziel der Untersuchungen ist, eine 
Aussage über die Wirkung der Therapie hinsichtlich der Rezidivrate und der mittleren 
Überlebenszeit zu geben, soll folgend kurz darauf eingegangen werden.  
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Beurteilung ausgeschlossen. Die Patientengruppe der gentherapeutisch behandelten 
Katzen umfasst somit eine Anzahl von 13 Tieren. 
Daten aus der Literatur geben für einen einjährigen Beobachtungszeitraum einen 
Wert von 11 - 54 % für die Rezidivfreiheit nach alleiniger chirurgischer Entfernung an. 
(64, 138, 149). In der vorliegenden Phase I-Studie bleiben sechs der 13 therapierten 
Fibrosarkompatienten innerhalb eines Jahres rezidivfrei. In der Studie von Jourdier et 
al. bleiben 11 von 18 Tieren, die mit huIL-2 und 13 von 18 Tieren, die mit feIL-2 
therapiert werden innerhalb eines Jahres rezidivfrei (149). Allerdings ist in der Studie 
von Jourdier et al. der positive Einfluss der Radiotherapie mit zu berücksichtigen.  
 
Die mittlere rezidivfreie Zeit beläuft sich in vorliegender Phase I-Studie auf 230 Tage, 
wobei nur Ergebnisse bis d360 in die Beurteilung eingehen. Innerhalb des 
Beobachtungszeitraumes von einem Jahr entwickeln zwei der 13 Tiere Metastasen, 
was mit Daten aus der Literatur, die eine Metastasierungsrate von 10 - 24 % 
angeben, übereinstimmt (60, 48, 138). 
 
Auffällig ist, dass die Tiere, die innerhalb dieser Phase I-Studie ein Rezidiv ent-
wickeln an besonders großen Fibrosarkomen erkrankt waren. Die durchschnittliche 
Größe der rezidivierten Tumoren beträgt bei Studienaufnahme 4 cm. Verglichen mit 
einem mittleren Durchmesser von 2 cm bei Studienaufnahme, sind die nicht rezi-
divierten Tumoren deutlich kleiner. 
Hinzu kommt, dass die Fibrosarkome, bei denen sich ein Rezidiv gebildet hat, nur in 
einem Fall (Nr. 276) palpatorisch vom umliegenden Gewebe abgrenzbar waren. 
Leider kann durch die histopathologische Untersuchung keine Aussage darüber 
getroffen werden, ob die Tumoren im Gesunden reseziert wurden, da immer ein Teil 
des Tumors eingefroren wurde. Auch wenn in einer retrospektiven Studie mit deutlich 
größeren Patientenzahlen kein Zusammenhang zwischen Tumorgröße vor der Be-
handlung und resultierender Rezidivrate gemacht werden kann (60), wird hier eine 
Kausaliät zur Rezidivneigung vermutet. Genaueren Aufschluss darüber kann 
natürlich nur eine Studie mit größerer Patientenzahl und Blockrandomisierung nach 
Tumorgröße geben. 
Innerhalb der Vergleichsgruppe 0, in der die Tiere nur eine operative Tumorent-
fernung erhalten haben, entwickeln drei von vier Tieren innerhalb eines Jahres ein 
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Rezidiv. Die mittlere rezidivfreie Zeit liegt bei diesen Katzen bei 202 Tagen. Auch in 
der Gruppe 0 ist eine längere rezidivfreie Zeit bei kleineren Tumoren zu beobachten. 
 
4.8  Diskussion der In-vitro-Genexpression 
 
In den Zellkulturüberständen der Schwämme aus Dosisgruppe I und II kann in 
keinem Fall weder für feGM-CSF noch für feIFNγ eine messbare Genexpression 
nachgewiesen werden. Da für die In-vitro-Versuche nur 1/18 des in vivo implantierten 
Schwamms eingesetzt wird, ist demzufolge die sehr geringe Ausgangskonzentration 
an pDNA zu beachten. Für die Schwämme der Dosisgruppe I und der Dosis-   
gruppe II ergibt sich somit als Ausgangsprodukt für die In-vitro-Genexpression des 
jeweiligen Zytokins eine ungefähre Menge von 4,2 µg bzw. 8,3 µg pro eingesetztem 
Schwammstück. Die negativen Ergebnisse des ELISA für die Zellkulturüberstände 
der genannten Dosisgruppen ist in diesem Falle wohl am ehesten auf die nicht detek-
tierbare Zytokinexpression, bedingt durch eine zu geringe Menge an pDNA, zurück-
zuführen. 
 
Bei den Schwämmen der Dosisgruppe III und IV können in den Zellkulturüber-
ständen der In-vitro-Versuche nur jeweils bei einem Vertreter jeder Gruppe messbare 
Zytokinkonzentrationen ermittelt werden. Verglichen mit den beiden vorangehenden 
Dosisgruppen kann hier mit einer Ausgangsmenge an pDNA von 16,7 µg bzw.     
33,3 µg pro Schwammstück gerechnet werden. Dabei wird die höchste Genex-
pression für die beiden untersuchten Zytokine jeweils von dem Schwamm der Dosis-
gruppe IV erzielt. Ein Expressionsmaximum wird für beide Zytokine in Dosisgruppe III 
und Dosisgruppe IV am d3 gemessen und fällt bis d9 auf den letzten noch detek-
tierbaren Wert ab. Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten, die von Schillinger bei 
ähnlichen Versuchen mit dem Reportergen Luciferase ermittelt werden konnten 
(245). 
Warum es nicht bei allen Schwämmen der Dosisgruppe III und IV zu einer in vitro 
messbaren Genexpression kommt, liegt unter Umständen in einem stark diver-
gierenden Zellbewuchs des Kollagenschwamms. Je mehr Fibroblasten entlang der 
Kollagenfasern ins Schwamminnere einwachsen, desto mehr pDNA kann aufge-
nommen und folgend auch mehr Zytokin exprimiert werden. Die durchgeführten 
histologischen Untersuchungen geben leider nur auf das Vorhandensein von Fibro-
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blasten und nicht über die Quantität der Zellen eine Auskunft. Hinzu kommt noch, 
dass im histologischen Präparat mittels einer HE-Färbung keine Rückschlüsse über 
die Viabilität der Zellen getroffen werden kann. In diesem Fall hätte eine Lebend-Tot-
Färbung bessere Rückschlüsse auf die dadurch zu erwartenden Expressionslevel 
zugelassen.  
Ein weiterer Punkt, der kritisierend diesem Ergebnis gegenübergestellt werden muss, 
ist die Auswertung von jeweils nur einer Probe des Zellkulturüberstandes. Die 
Erstellung eines Mittelwertes aus mindesten drei Proben würde objektivere und 
vielleicht auch differierende Ergebnisse bringen. 
Unter Umständen ist auch eine nicht ausreichend homogene Schwammbeschichtung 
ursächlich an dem geringen Expressionslevel beteiligt. Das Verfahren zur Beschich-
tung der Schwämme ist deshalb im Rahmen der Vorarbeiten zu einer geplanten 
Phase II-Studie noch zu überprüfen und gegebenenfalls zu optimieren. 
 
Überraschenderweise kann auch durch die Genexpressionsbestimmungen der        
3-Tages-Überstände nicht mehr Protein nachgewiesen werden. Es werden sogar 
noch geringere Mengen an Zytokin gemessen, als in den 24h-Überständen. Ein 
Grund hierfür könnte unter Umständen die negative Wirkung von IFNγ auf den CMV 
(Cytomegalievirus)-Promotor im Plasmid sein. Harms und Splitter weisen in Zell-
kulturversuchen eine Expressionshemmung von Luciferasegenen nach, die dem 
CMV-Pomoter unterstehen, wenn zusätzlich dem Kulturmedium IFNγ zugesetzt wird 
(125). Genaueren Aufschluss darüber würde der Vergleich der Genexpression von 
Kollagenschwämmen bringen, die nur Plasmide mit der Erbinformation für feGM-CSF 
tragen.  
 
Abschließend ist ebenfalls darauf hinzuweisen, dass die geringe Sensitivität des ein-
gesetzten ELISA erschwerend für die Bestimmung der Zytokinkonzentration in den 
Zellkulturüberständen hinzukommt. Aus Erfahrungen mit der Durchführung von 
ELISA wird im vorliegenden Versuch sogar die doppelte Menge an Protein für die 
Erstellung der Standardkurve eingesetzt. Aber auch dadurch können nur Werte bis 
zur 4. bzw. 5. Verdünnungsstufe ausgewertet werden. Dies spricht für eine sehr 
geringe Sensitivität des ELISA. Eine unsachgemäße Anwendung oder die Verwen-
dung von Produkten, die außerhalb des vom Hersteller garantierten Haltbarkeits-
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datums liegen, werden als Ursache für den geringen Nachweis an Protein ausge-
schlossen. 
 
 
4.9  Wahl der Dosisstufe IV als maximale Dosis 
 
In Zellkulturversuchen wurde bereits das in dieser Studie eingesetzte Plasmid mit 
dem gleichen Hüllpolymer und dem selben Kollagenschwamm als Trägermaterial 
eingesetzt. Als Reportergen wird dabei das Luciferasegen verwendet und die Genex-
pression in vitro gemessen (245). Im Rahmen einer weiteren Studie kann diese Art 
des Gentransfers im Melanommodell an Mäusen getestet werden. Dabei werden 
Plasmide, die für murines IL-2 und murines GM-CSF kodieren, in einer Dosis von    
25 µg pro Plasmid eingesetzt (283). Bei den Mäusen führt diese Dosis zu keinerlei 
toxischen Nebenwirkungen. In einer Phase II-Studie zur gentherapeutischen Be-
handlung des felinen Fibrosarkoms wird huGM-CSF mit einer Dosis von 1250 µg als 
Transgen im gleichen plasmid backbone bereits an Katzen als intratumorale 
Applikation angewendet (Dissertation Anne Löcher in Vorbereitung).         
 
Natürlich ist es im Voraus unmöglich, Ergebnisse, die in der Zellkultur und im Maus-
modell erzielt werden, direkt auf ein anderes Tiermodell zu übertragen. Hinzu kommt 
noch der synergistische Effekt der einzelnen Zytokine, die in dieser Studie gemein-
sam eingesetzt werden, der unter Umständen eine höhere Zytokinexpression in vivo 
hervorrufen kann. Basierend auf oben erwähnten Ergebnissen, wird erwartet, dass 
die Einstiegsdosis von 75 µg pro Zytokin-Plasmid innerhalb des therapeutischen 
Fensters liegt und in der Katze keineToxizität induziert. Die Dosis wird in drei 
weiteren Dosisstufen bis auf 600 µg je Plasmid gesteigert.  
 
Die Suche nach der maximal tolerierten Dosis wird bei klassischer Auslegung der 
Phase I-Studien erst durch das Auftreten nicht tolerierbarer Nebenwirkungen be-
endet. Da es sich in vorliegender Studie aber um eine Dosisfindungsstudie handelt, 
bei der Genvektoren erstmals eingesetzt werden, wird die Dosis nur solange gestei-
gert, bis sich erste Nebenwirkungen manifestieren, die auf die Wirkung des Trans-
gens oder auf dessen Expressionsprodukt zurückgeführt werden können. Dieser Fall 
tritt in vorliegender Gentherapiestudie innerhalb der Dosisgruppe IV auf. Bei allen 
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Tieren dieser Gruppe fällt die Gesamtlymphozytenpopulation früher und länger 
andauernd auf Werte ab, die den CTC-Graden 2 und 3 entsprechen. Um ein weiteres 
Abfallen der Lymphozyten und somit Therapie-induzierte lebensbedrohliche 
Situationen für die einzelnen Katzen zur vermeiden, wird mit der Dosis IV             
(600 µg je Plasmid) die Dosisfindung beendet. Dies ist insbesondere auch deshalb 
gerechtfertigt, da es keine Hinweise aus der Literatur gibt, dass das Zustande-
kommen oder die Stärke einer Immunstimulation von der Menge des eingesetzten 
Immunstimulans abhängt. 
 
4.10  Schlussbetrachtung 
 
Das Ziel dieser Studie, eine maximal tolerierbare Dosis zu finden, konnte erreicht 
werden. Die Dosis wird mit 600 µg/Plasmid für feIL-2, feIFNγ und feGM-CSF 
festgelegt. Interessant wäre noch die Beurteilung darüber, inwiefern das Plasmid 
selbst immunmodulatorisch wirkt und somit Einfluss auf die Antitumor-Immunität 
nimmt. Innerhalb des plasmid backbone befinden sich unmethylierte CpG-Dinukleo-
tide, sogenannte CpG-Motive, die für die Aktivierung der angeborenen und 
erworbenen Immunantwort auf Bakterienextrakte verantwortlich gemacht werden. 
Schneeberger et al. können nachweisen, dass diese immunmodulatorischen DNA-
Sequenzen als Adjuvantien in „DNA cancer vaccines“ eine protektive, antigen-
spezifische und T-Zell-mediierte Immunantwort induzieren können (248). Der Einsatz 
eines Kollagenschwamms, der nur mit „leeren“ Plasmiden beladen ist, wäre aus 
diesem Grund vom wissenschaftlichen Standpunkt her interessant, um zwischen 
dem antitumoralen Effekt der Zytokine und dem Einfluss des Vektors bzw. des 
Kollagenschwamms allein differenzieren zu können. In der Praxis kann dies leider 
nicht realisiert werden, da es aus ethischen Gründen abgelehnt wird, die Katzen mit 
Kollagenschwämmen zu behandeln, die nur mit „leeren“ d. h. kein Transgen-
tragenden Plasmiden beladen sind. 
Für die Phase II-Studie, die die antitumorale Wirkung dieser Immunstimulation an 
einer größeren Probandenzahl untersucht, wäre weiterhin der Bezug auf die 
individuellen Tumoren interessant. Die Berücksichtigung eines Staging der Fibrosar-
kome könnte Rückschlüsse auf die Prognose und die Wirksamkeit der genthera-
peutischen Immunstimulation zulassen.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Nach Tumorexstirpation wird den Tieren ein Kollagenschwamm in das Tumorbett 
implantiert. Dieser Kollagenschwamm trägt Plasmide, die jeweils für feIL-2, feIFNγ 
und feGM-CSF kodieren. Die Plasmid-DNA ist zusätzlich an Polyethylenimin (PEI) 
assoziiert und mit einem Hüllpolymer (P6YE5C) ummantelt. Insgesamt werden 15 
Tiere in vier verschiedenen Dosisgruppen therapiert. Gruppe I (n=3) mit                   
75 µg je Plasmid, Gruppe II (n=3) mit 150 µg je Plasmid, Gruppe III (n=6) mit                 
Nonviraler Gentransfer der felinen Zytokin-Gene IL-2, IFNγ und GM-CSF als 
adjuvante Immuntherapie beim Fibrosarkom der Katze 
Eine klinische Phase I-Studie 
 
 
Das feline Fibrosarkom hat mit einer Rezidivneigung von bis zu 70 % nach alleiniger 
chirurgischer Entfernung eine ungünstige Heilungsprognose. Auch adjuvante 
Chemo- oder Strahlentherapien führen nur in 42 % der Patienten zu einer 
rezidivfreien Zeit von über einem Jahr. In der vorliegenden Arbeit soll ein nonvirales 
Gentransfersystem etabliert werden, bei dem erstmalig eine Kombination aus drei 
felinen Zytokin-Genen zur adjuvanten Immunstimulation nach Tumorexstirpation 
beim Fibrosarkom der Katze eingesetzt wird. Ziel dieser Studie ist die Festlegung 
einer maximal tolerierten Dosis. Mit Hilfe eines Nebenwirkungskataloges, der auf der 
Common-Toxicity-Criteria-Tabelle des National Cancer Instiute basiert, werden 
klinische wie auch labordiagnostische Parameter objektiv erfasst und in Relation zur 
Therapie gestellt. 
 
Nach definierten Aufnahmekriterien werden Katzen mit Fibrosarkomen von prak-
tischen Tierärzten an die Medizinische Kleintierklinik überwiesen. Es werden nur 
Tiere in die Studie aufgenommen, deren Tumoren (Primärtumor oder Rezidiv) am 
Rumpf lokalisiert sind. Die Tumorexstirpation muss in einer Sitzung möglich sein und 
darf dabei weder zu einer Gliedmaßenamputation noch zur Eröffnung einer 
Körperhöhle führen. Katzen, bei denen Hinweise auf Metastasen oder eine andere 
schwere Krankheit vorliegen, sowie Tiere, die bereits zuvor mit einer Chemo-, 
Strahlen- oder Gentherapie behandelt wurden, können nicht in die Studie aufge-
nommen werden.  
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300 µg je Plasmid und in Dosisgruppe IV (n=3) mit 600 µg je Plasmid. Als Ver-
gleichsgruppe gelten vier Katzen, die unter gleichen Bedingungen nur mit einer       
en bloc Resektion behandelt werden.  
 
In die Studie werden 15 Katzen (mk=9, wk=6) im Alter zwischen drei und 15 Jahren 
aufgenommen. Die Fibrosarkome sind häufiger im Interscapularbereich lokalisiert. 
Bei keinem Patienten kommt es zu therapiebedingten Beeinträchtigungen des 
Allgemeinbefindens. Drei Katzen entwickeln postoperativ ein Serom, das ohne thera-
peutisches Eingreifen resorbiert wird. Systemische Veränderungen, die auf die 
Therapie zurückgeführt werden, manifestieren sich erst in Dosisgruppe IV mit einem 
Abfall der Lymphozytenpopulation. Dabei fallen in einem Zeitraum bis 45 Tage nach 
Implantation des Kollagenschwammes die Lymphozyten bis zu 70 % des Ausgangs-
wertes ab. 
 
Bei dieser Phase I-Studie handelt es sich um eine Dosisfindungsstudie. Diese wird 
durch das Auftreten erster Nebenwirkungen, die auf das Transgen oder auf dessen 
Expressionsprodukt zurückgeführt werden können, beendet. Die maximal tolerierte 
Dosis wird somit in vorliegender Studie auf 600 µg je Zytokin-Plasmid festgesetzt. 
 
Summary                                                                                                                  123                      
6 SUMMARY 
 
Nonviral gene transfer of the feline cytokine genes IL-2, IFNγ and GM-CSF as 
adjuvant immunotherapy of the feline fibrosarcoma 
A phase-I clinical trial 
 
Due to the high recurrence rate of up to 70 % even after radical surgery the feline 
fibrosarcoma has a very poor prognosis. Even with an adjuvant chemo- or 
radiotherapy only in 42 % of the patients a disease free interval of more than one 
year could be reached.  
 
In this trial we introduce a new nonviral gene transfer system in which for the first 
time a combination of three feline cytokine genes is used for an adjuvant immuno-
therapy of the feline fibrosarcoma.  
The objective of this clinical trial is the finding of a maximal tolerated dosage. 
With a modified side effect-catalog, based on the common toxicity criteria of the 
national cancer institute, clinical and labaratory parameters are analyzed and related 
to the therapy.  
The study enroled domestic (fibrosarcoma bearing) cats fitting in strict inclusion 
criteria. Only animals with tumors (primary and recurrent tumors) localized on the 
trunk can be included. The surgical excision has to be carried out in one setting and 
neither amputation nor the opening of a body cavity is allowed.  
Exclusion criteria are detectable metastatic disease at the time of presentation and 
the prior use of chemo-, radio-, or genetherapy.  
 
After excision of the tumor a collagen sponge is implantated into the wound. This 
collagen sponge is loaded with plasmids coding for feIL-2, feIFNγ and feGM-CSF. 
The plasmid DNA is associated to polyethylenimin (PEI) and surrounded with a 
protective copolymer (P6YE5C).  
15 animals (9 male neutered and 6 female neutered cats), between 3 and 15 years of 
age are treated in four different groups. Group I (n=3) received a collagen sponge 
loaded with 75 µg of each plasmid, group II (n=3) with 150 µg of each plasmid, group 
III (n=6) with 300 µg of each plasmid and the sponges in group IV are loaded with 
600 µg of each plasmid 
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In an additional group four cats are only treated with radical surgery under equal 
conditions in respect to animal facilities. 
 
Clinically no animal suffered of therapy associated side effects. After surgery three 
cats developed a self-resolving seroma without need for treatment. Blood parameter 
changes related to the genetherapy appeared only in group IV. The dosage of       
600 µg of each plasmid caused a reduction of the lymphocyte population. Within 45 
days after implantation of the loaded collagen sponge, the lymphocytes have been 
reduced up to 70 % of the initial counts.  
 
This clinical trial ended with arising side effects supposed to be related to the 
transgene or the expression product. This phase-I study stopped in group IV with the 
dosage of 600 µg of each plasmids. 
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8 ANHANG 
 
8.1 Informationsschreiben für praktische Tierärzte 
 
 
 
Tel.: 
  
Medizinische Kleintierklinik  Prof. Dr. Johannes Hirschberger 
 der Universität München 80539 München 
Veterinärstr. 13 
 
U-Bahn: Linie 3 und 6, Haltestelle "Universität" 
Lehrstuhl für Innere Medizin  
der kleinen Haustiere und Heimtiere 
   
+49 (89) 2180-2640 
Fax: +49 (89) 2180-5913  E-Mail: hirschberger@lmu.de  
Vorstand: Prof. Dr. Katrin Hartmann 
 
Hirschberger  •  Medizinische Kleintierklinik  •  Veterinärstr. 13  •  D-80539 München  
 
 
 
• keine andere Krebskrankheit in der Anamnese 
 
Fibrosarkom-Gentherapie 
 
 
Liebe Kolleginnen und Kollegen,  
die Gentherapiestudie geht ununterbrochen weiter. Die Anwendung von Zytokinen, IL-2, GM-
CSF, IFN-γ u.a. zur Immunstimulation gegen Tumorzellen wird in neuen Studien 
ausgedehnter untersucht.  
Im Rahmen unserer aktuellen Projekte gehen wir einen Weg, der eine spätere Anwendung 
der Gentherapie in der tierärztlichen Praxis ermöglichen soll. 
Wir verabreden mit dem Tierbesitzer einen Termin, meist für den nächsten Dienstagmorgen. 
Es gibt keine Wartezeiten. Die Tiere bleiben maximal bis zu zwei Tage stationär in der 
Tierklinik. Die Operation, die stationären Aufenthalte und sämtliche Kontrolluntersuchungen 
sind kostenfrei. Die Studie ist z.T. industriegefördert. Wir können Ihnen daher eine 
Aufwandsentschädigung von € 75,- für jede von Ihnen in die Studie eingebrachte Katze 
überweisen. 
 
Kriterien für den Einstieg in die Gentherapiestudie 
• Felines Fibrosarkom – Erstmanifestation, Verdacht  oder Rezidiv – am Rumpf 
• vollständige chirurgische Entfernung des Tumors möglich 
• gutes Allgemeinbefinden 
• keine Metastasen 
• keine Kortikosteroide in den letzten 8 Wochen 
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In der onkologischen Sprechstunde erfolgt keine Beratung, Diagnostik oder Therapie, die 
nicht direkt mit dieser Therapiestudie in Verbindung steht. Die Patienten werden für jede 
andere Beratung, Diagnostik oder prophylaktische Maßnahme wie z.B. Impfungen an Sie 
zurück überwiesen. 
 
  Tel.:.....   Tina Kempf  (Doktorandin) 
  Tel.:.....   Bianca Schwarz (Doktorandin) 
  Tel.:.....   Prof. Dr. J. Hirschberger 
  Tel.:.....   Büro 
  www.fibrosarkom.de 
  info@fibrosarkom.de 
 
 
 
                                                
Prof. Dr. Johannes Hirschberger1    Dr. Thomas Brill2  
Dipl. ECVIM-CA, hon. Dipl. ECVCP        
Prof. Dr. Roberto Köstlin1     Prof. Dr. Bernd Gänsbacher2 
Dipl. ECVS 
 
1 Tierärztliche Fakultät der LMU 
2 Klinikum rechts der Isar der TU 
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8.2       Studienbeschreibung für die Tierbesitzer 
 
 
 
 
 
Was ist eine klinische Forschungsstudie? 
Bevor Sie entscheiden, ob Sie mit Ihrer Katze an einer solchen klinischen 
Forschungsstudie teilnehmen wollen, müssen Sie sowohl die Vorteile als auch die 
Risiken kennen. Dieses Ihnen vorliegende Informationsblatt möchte Inhalt und Zweck 
der klinischen Forschungsstudie sowie Vor- und Nachteile für Ihre teilnehmende 
Katze möglichst genau darlegen. Sie haben weiterhin die Möglichkeit, mit dem Arzt, 
der Ihre Katze behandelt, ein ausführliches Beratungsgespräch zu führen. 
 
 
I. Medizinische und Chirurgische Tierklinik  Institut für Exp. Onkologie und Therapieforschung 
der Ludwig-Maximilians-Universität  der Technischen Universität 
Veterinärstraße 13  Ismaninger Straße 22 
80539 München  81675 München 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Informationsblatt zur Immunstimulation mit Interleukin-2, Interferon γ- und 
Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem-Faktor als 
Zusatztherapie in der veterinärmedizinischen Onkologie 
 
 
 
 
Sehr geehrte Katzenbesitzerin, sehr geehrter Katzenbesitzer, 
 
Ihnen wurde angeboten, mit Ihrer Katze an einer klinischen Forschungsstudie 
teilzunehmen.  
 
 
 
Die Tierärzte der Universitätstierkliniken untersuchen die Entstehung und den Verlauf 
von Krankheiten und bemühen sich, verbesserte Methoden der Diagnostik und der 
Behandlung zu entwickeln. Dies nennt man klinische Forschung. Werden Patienten 
erstmals mit einer neu entwickelten Methode behandelt, bezeichnet man das als 
klinische Forschungsstudie. Die Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie ist 
grundsätzlich freiwillig. 
 
Wenn Sie sich nach dieser Aufklärung und Beratung für die Teilnahme Ihrer Katze an 
der klinischen Forschungsstudie entscheiden, werden Sie gebeten, ein 
entsprechendes Formblatt (Einwilligungserklärung) zu unterschreiben. Sie erhalten 
dann eine Kopie dieser Erklärung, die Sie aufbewahren sollten. 
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Beschreibung der Studie 
 
Die momentan übliche Methode der Behandlung von Fibrosarkomen bei Katzen 
(operative Entfernung des Tumors) hat sich als enttäuschend erwiesen. In weit mehr 
als 50 % der Fälle rezidiviert der Tumor, d. h. dass es nach einer gewissen Zeit zu 
einem erneuten Tumorwachstum an derselben Stelle kommt. 
 
Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass das Immunsystem eines 
Krebspatienten – Mensch oder Tier - fähig sein kann, gegen die Krebserkrankung zu 
kämpfen und selbst den Tumor zu zerstören. Deshalb werden Behandlungsformen 
geprüft, die auf eine Stärkung der körpereigenen Immunreaktion ausgerichtet sind.  
In der hier beschriebenen Studie werden zur Stärkung der körpereigenen 
Immunreaktion spezielle Therapeutika verwendet, die aus gentechnisch verändertem 
Material hergestellt werden.  
 
Beschreibung der wissenschaftlichen Vorgehensweise und der Verfahren 
 
Das in dieser klinischen Studie verwendete Therapeutikum besteht aus einem 
Kollagenschwamm auf dem sich die Gene für Interleukin-2, Interferon-γ und 
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden-Faktor befinden. Diese Gene 
werden in Körperzellen des Patienten eingeschleust, wo dann die Produktion der 
Proteine erfolgt.  
 
Mithilfe der Studie sollen Wirksamkeit und mögliche Nebenwirkungen dieser 
Therapeutika bewertet werden.  
 
Eingebrachte genetische Information 
 
 
Interleukin-2, Interferon γ und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-
Faktor sind Eiweißstoffe, welche normalerweise von Zellen des Immunsystems 
gebildet werden und die körpereigene Immunreaktion anregen. Um die Produktion 
von Interleukin-2, Interferon γ und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem-Faktor im Körper Ihrer Katze zu erhöhen, wird ihr der oben 
beschriebene Kollagenschwamm nach der Tumorentfernung ins Tumorbett 
eingelegt. So soll das Immunsystem der Katze dazu angeregt werden, die nach der 
operativen Entfernung des sichtbaren Tumors möglicherweise verbliebenen 
Tumorzellen zu bekämpfen. 
 
Interleukin-2:  
In früheren Studien hat sich sowohl bei Hunden und Katzen als auch beim Menschen 
gezeigt, dass Interleukin-2 bei einigen Patienten in der Lage ist, die Größe oder die 
Anzahl von Tumoren zu verringern. Wurden in den früheren Studien 
Nebenwirkungen beobachtet, so war dies meist auf sehr hohe Dosen von Interleukin-
2 zurückzuführen, die direkt in die Blutbahn gespritzt worden waren. (Auf Art und 
Schweregrad der Nebenwirkungen wird in einem gesonderten Abschnitt dieses 
Informationsblattes noch eingegangen.) Ihre Katze wird mit sehr geringen Mengen 
Interleukin-2 und nur örtlich (im Tumorgebiet) behandelt. 
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Interferon γ:  
Interferon γ bewirkt eine Steigerung der körpereigenen unspezifischen Abwehr und 
zerstört entartete Zellen. Außerdem bremst es die Teilung von Zellen. 
Bei der Verabreichung von Interferon γ als Arzneimittel wurden nur sehr geringe 
Nebenwirkungen beobachtet. 
 
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor:  
Auch der Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierende-Faktor steigert die 
unspezifische körpereigene Abwehr und bewirkt eine Zerstörung entarteter Zellen. 
Nach einer Injektion in die Blutbahn kam es in früheren Studien bei ca. 20 – 30 % der 
behandelten Patienten zu leichten Nebenwirkungen. Auch hiermit wird ihre Katze nur 
örtlich (im Tumorgebiet) behandelt. 
Blutuntersuchungen:  
Mit einer Ultraschalluntersuchung des Bauchraumes vor der Therapie untersucht 
man die Bauchorgane auf Tochtergeschwülste. Auch diese Untersuchung wird bei 
der Abschlußuntersuchung nach 12 Monaten wiederholt. 
Mit dieser engmaschigen Kontrolle soll der Operationserfolg, die Auswirkung der 
zusätzlichen Immunstimulation und die mögliche erneute Bildung von Tochter-
geschwülsten bei Ihrer Katze frühzeitig erkannt werden. 
 
Praktische Durchführung der Studie am Patienten 
 
Operation und Einsetzen des Kollagenschwamms:  
Der Tumor Ihrer Katze wird in der Chirurgischen Universitätstierklinik durch Herrn 
Professor Köstlin unter Vollnarkose entfernt.  
Der mit den Genen beladene Kollagenschwamm wird dann an der Stelle des 
entfernten Tumors eingelegt und die Operationswunde darüber mit einer Naht 
verschlossen. 
  
Vor und während der Therapie wird eine vollständige Blutuntersuchung durchgeführt. 
Auch bei den Nachkontrollen werden Blutuntersuchungen durchgeführt, um 
nachzuweisen, inwieweit das Immunsystem Ihrer Katze durch die Zusatztherapie 
aktiviert wurde.  
 
Röntgendiagnostik:  
Vor der Therapie sollen Röntgenaufnahmen der Lunge zeigen, ob schon 
Tochtergeschwülste vorliegen.  
Auch bei der abschließenden Kontrolle nach 12 Monaten werden die Lungen 
röntgenologisch auf Tochtergeschwülste untersucht. 
 
Ultraschalluntersuchung: 
 
Ärztliche Überwachung:  
In der Zeit der Studie wird der Gesundheitszustand Ihrer Katze intensiv von Ihrem 
behandelnden Tierarzt bzw. von den Tierärzten der Medizinischen Tierklinik 
überwacht.  
 
Dazu ist es erforderlich, dass Sie mit Ihrer Katze 7, 14, 45 und 90 Tage nach der 
Operation und danach jeden dritten Monat (bis zum Ende des ersten Jahres) 
zur tierärztlichen Nachkontrolle kommen.  
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Abbruch der Studie:  
Sollten sich erhebliche Nebenwirkungen zeigen, wird die klinische Studie zum Wohl 
Ihrer Katze abgebrochen. Werden bei ihrer Katze erneut Tumoren festgestellt, ist die 
Studie für ihre Katze ebenfalls beendet. In diesem Fall werden Ihnen entsprechend 
den klinischen Befunden Ihrer Katze andere verfügbare Therapiemöglichkeiten 
angeboten. 
 
Ziele der Studie 
 
Da es sich um ein neuartiges Behandlungsverfahren handelt, sollen mit der Studie 
Antworten zu folgenden Fragen gefunden werden: 
 
Wirksamkeit:  
Nebenwirkungen 
 
Folgende Nebenwirkungen können beim Einsatz der hier beschriebenen 
Immunstimulation zur Behandlung des Fibrosarkoms der Katze auftreten: 
Wie wirksam kann mit der Behandlung das Fibrosarkom Ihrer Katze eingedämmt 
werden –  
d. h. wird es gelingen, das Wiederauftreten des Tumors nach der chirurgischen 
Entfernung zu verhindern oder zumindest die Zeitspanne bis zum Wiederauftreten 
des Tumors zu verlängern? 
 
Verträglichkeit:  
Welche Art und welchen Schweregrad weisen die eventuell auftretenden 
Nebenwirkungen der Behandlung auf? 
 
 
Wird eine neue Behandlungsmethode zum ersten Mal an einem Patienten 
angewandt, stellt sich stets auch die Frage nach möglichen Nebenwirkungen oder 
Komplikationen. Wir möchten ausdrücklich darauf hinweisen, dass die Sicherheit, 
das Wohl und die Genesung des Patienten in einer klinischen Forschungsstudie 
immer höchste Priorität haben! 
Wenn hier von einer neuen Methode gesprochen wird, bedeutet dies nicht, dass 
keinerlei Erfahrungen damit vorliegen. Im Tiermodell Maus wurde bereits getestet, 
inwieweit sich Nebenwirkungen zeigen und vorhersagen lassen. 
 
 
Fieber: 
Ein relativ großer Teil der Patienten zeigt nach dem Einsatz der Immunstimulation 
eine erhöhte Körpertemperatur. Der Normalbereich der Körpertemperatur der Katze 
liegt zwischen 38 und 39 °C. Bei sehr aufgeregten Patienten kann in Einzelfällen 
auch eine Temperatur von bis zu 39,5 °C noch als normal angesehen werden. Der 
durch die Immunstimulation verursachte Anstieg der Körpertemperatur entspricht 
einem leichten Fieber und liegt somit nicht im lebensbedrohlichen Bereich. 
 
Reduktion des Allgemeinbefindens und der Futteraufnahme: 
Ein Teil der Patienten zeigt im Anschluß an die Immunstimulation ein reduziertes 
Allgemeinbefinden, ist matt bis müde und frißt weniger. Dieser Zustand bessert sich 
aber schnell wieder. 
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Lokale Reaktionen: 
In früheren klinischen Studien, in denen ebenfalls Interleukin-2 und Interferon γ lokal 
verabreicht wurde, traten als Nebenwirkungen Hautrötungen und Schwellungen am 
Ort der Injektion auf.  
 
Unwahrscheinliche Nebenwirkungen 
 
Reaktionen des Gesamtorganismus: 
Bei Gabe von sehr hohen Interleukin-2-Mengen direkt in die Blutbahn kam es sowohl 
beim Menschen als auch bei Tieren zu ernsthaften Komplikationen (wie Fieber, 
Erbrechen, Bluthochdruck und Schock). Bei Ihrer Katze wird nur im Bereich des 
Tumors die Produktion von Interleukin-2 gesteigert und kein Interleukin-2 direkt in die 
Blutbahn gespritzt. Heute weiß man auch, dass solche Nebenwirkungen nur von 
Konzentrationen hervorgerufen werden, welche die für eine Immunstimulation 
benötigte Dosis um das 100- bis 1000fache übersteigen. 
 
 
 
Allergische Reaktionen:  
Es zeigten sich bisher bei Verabreichung derselben Viruslösung, die auch in dieser 
klinischen Studie verwendet wird, bei Menschen, Hunden und anderen 
Versuchstieren  keine allergischen Reaktionen nach der Injektion.  
 
Unvorhersehbare Nebenwirkungen 
 
Da die Immunstimulation ein Eingriff in einen lebenden Organismus ist, kann es 
immer zu unvorhersehbaren Nebenwirkungen kommen, ähnlich wie auch bei einer 
Narkose immer ein gewisses Restrisiko besteht. 
Durch die aufmerksame Beobachtung Ihrer Katze und durch die intensive 
tierärztliche Kontrolle der Katzen sollten unbekannte Nebenwirkungen frühzeitig 
erkannt und, falls notwendig, entsprechend behandelt werden. 
Weitere wichtige Hinweise 
 
Kosten:  
Kosten für die gentherapeutische Behandlung, die tierärztlichen 
Verlaufsuntersuchungen, die stationären Aufenthalte in der Universitäts-Tierklinik 
und die oben angesprochenen Blut- und Röntgenuntersuchungen werden Ihnen nicht 
in Rechnung gestellt. Dafür erwarten wir von Ihnen, dass Sie mit Ihrer Katze 
lückenlos zu allen Kontrollterminen erscheinen. Sollten Sie persönlich die 
Entscheidung treffen, mit Ihrem Tier vorzeitig aus der Studie auszutreten, werden 
Ihnen die entstandenen Kosten entsprechend der tierärztlichen Gebührenordnung in 
Rechnung gestellt. 
 
Vertraulichkeit: 
Die Forschungs- und Klinikberichte Ihrer Katze sind vertraulich. Weder Ihr Name 
noch der Name Ihrer Katze oder andere persönliche Informationen, die Ihre 
Identifizierung erlauben würden, werden in Berichten oder Veröffentlichungen über 
diese Studie verwendet. 
Autopsie: 
Sollte Ihre Katze, ob durch Unfall oder durch eine Krankheit, ableben, auch dann, 
wenn diese nicht mit der Studie im Zusammenhang steht, werden Sie um die 
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Zustimmung zu einer Autopsie ersucht werden. Selbstverständlich liegt die 
Entscheidung darüber bei Ihnen.  
 
Recht auf Ablehnung der Teilnahme und Rücktritt von der Studie: 
Die Entscheidung zur Teilnahme oder Nichtteilnahme an der Studie liegt allein bei 
Ihnen. Um diese Entscheidung zu treffen, muß Ihnen die Studie vom Tierarzt erklärt 
werden und Sie müssen das, was Sie über die Studie oder andere mögliche 
Therapieformen erfahren haben, verstehen. Während der Zeit, in der Ihre Katze an 
der klinischen Studie teilnimmt, werden Sie über alle neuen Erkenntnisse informiert, 
die Ihre Bereitschaft zur weiteren Teilnahme an der Studie beeinflussen könnten. 
Wenn Sie sich entscheiden, nicht an der Studie teilzunehmen, steht Ihnen die 
Standardtherapie vorurteilsfrei zur Verfügung. Wenn Sie an der Studie teilnehmen, 
haben Sie jederzeit das Recht, von der Studie zurückzutreten. Sollten Sie 
zurücktreten, so werden Ihnen entsprechend dem medizinischen Befinden Ihrer 
Katze andere verfügbare Heilverfahren angeboten. 
 
 
 
Kontakt 
 
Wir sind für Sie telefonisch immer erreichbar: 
 
 
Bianca Schwarz (Doktorandin)   Tel.:................ 
 
Tina Kempf (Doktorandin)             Tel.:................ 
 
Prof. Hirschberger    Tel.:................ 
 
 
 
Sie erreichen uns auch per e-mail: 
 
info@fibrosarkom.de 
 
 
Weitere Informationen finden Sie auf unserer Webseite: 
 
www.fibrosarkom.de 
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8.3 Einverständniserklärung der Tierbesitzer 
 
I. Medizinische und Chirurgische Tierklinik     Institut für Exp. Onkologie und Therapieforschung 
der Ludwig-Maximilians-Universität  Klinikum rechts der Isar der TU 
Veterinärstraße 13  Ismaninger Straße 22 
80539 München  81675 München 
 
 
 
Interleukin2, Interferonγ und Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-
Faktor-Gentherapie als Zusatztherapie in der veterinärmedizinischen Onkologie 
 
Einverständniserklärung des Patientenbesitzers  
zur Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie nach vorheriger 
Aufklärung 
 
Ich erkläre mich damit einverstanden, daß meine Katze in die oben aufgeführte 
klinische Studie der Medizinischen Tierklinik der LMU München und des Institutes für 
Experimentelle Onkologie der TU München aufgenommen wird.  
 
Ich bin mir darüber im klaren, daß meine Katze an einem randomisierten 
Blindversuch teilnimmt.  
 
Die Behandlungsmaßnahme, der mein Tier unterzogen wird, besteht aus der 
Behandlung mit gentechnisch behandeltem Material (Kollagenschwamm auf dem 
sich genetische Information befindet). Diesen Kollagenschwamm erhält meine Katze 
im Anschluß an die allgemein anerkannte Therapiemethode (operative Entfernung 
des Tumors). Die Gentherapie wird während der Studie als Zusatztherapie 
eingesetzt, um die Metastasenbildung und die Neubildung des Tumors zu hemmen. 
 
Ich wurde sowohl über die potentiellen Risiken als auch über die Vorteile der 
Behandlung aufgeklärt, habe sie verstanden und erkläre mich – unter Wahrung 
meiner Interessen – mit der Behandlung einverstanden.  
 
Ich erkläre mich dazu bereit, mein Tier den Erfordernissen entsprechend zu 
Folgeuntersuchungen vorzustellen. Sollte der Patient zu einer Folgeuntersuchung 
nicht erscheinen, verpflichte ich mich zur Übernahme der Operations- und 
Behandlungskosten entsprechend der Gebührenordnung für Tierärzte. 
 
 
 
 .................................  .......................................................... 
 Ort, Datum Unterschrift des Patientenbesitzers 
 
 .......................................................... 
 Name des Patientenbesitzers (Druckschrift) 
 
 
 .................................  .......................................................... 
 Ort, Datum Unterschrift des Tierarztes 
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8.4      Erhebungsbogen für die Aufnahmeuntersuchung 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
überweisender praktischer Tierarzt: 
 
Name:_________________________________________________________________________________ 
 
Straße: _______________________________ PLZ: ___________Ort: _____________________________ 
 
Bank: ________________________________ Kto.: _______________________ BLZ: ________________ 
 
 
Vorbericht des überweisenden praktischen Tierarztes bzw. des Besitzers: 
 
  
 
  
 
  
 
Atmung (adsp./ausk.): AF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
 
Impfstatus: ___________________________________________________________  Freiläufer:  ja  nein  
 
 
Untersuchung Tag 0 (Studienaufnahme) (Dienstag) Datum: _________  
 
Klinische Untersuchung Tag 0 
 
Temperatur: ________________________________  Gewicht:____________________________ 
 
Allgemeinbefinden: ____________________________________________________________________ 
 
Verhalten: ____________________________________________________________________ 
Ernährungszustand: ________________________________  Pflegezustand:_______________________ 
 
Lymphknoten: Lnn. mandib.: _____________________  Lnn. popl.: __________________________ 
 
Kreislauf: SH: ___________________  KFZ: ______________ Hautturgor: ________________ 
 
 HF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
 
Abdomen: ____________________________________________________________________ 
Schilddrüse: ____________________________________________________________________ 
 
Sonstiges:  
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 Name: ________________________________ 
 
 
 
 
 
Spezielle Untersuchung Tag 0 
 
Tumorlokalisation: ____________________________________________________________________ 
 _________________________________________________________ 
 
 _________________________________________________________ 
 
Tumoranzahl/-größe: ____________________________________________________________________ 
 
_________________________________________________________ 
 
_________________________________________________________ 
 
Tumorbeschaffenheit: ____________________________________________________________________ 
 
_________________________________________________________ 
 
_________________________________________________________ 
 
 
Rezidiv:  ja  nein 
 
 Wann operiert? _______________________________________________________________ 
 
  _____________________________________________________ 
 
 Wer hat operiert? _______________________________________________________________ 
 
 Histo-/Zytobefund? _____________________________________________________ 
 
 
Weiterführende Untersuchungen/Labor Tag 0 
 
Röntgen: 
Thorax lat./lat.: _______________________________________________________________________ 
 
(li. u. re. anliegend) ______________________________________________________________________ 
  
 ___________________________________________________________ 
 
Thorax v/d: _______________________________________________________________________ 
 
  ___________________________________________________________ 
 
Abdomen lat.-lat.: _______________________________________________________________________ 
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 Name: ________________________________ 
 
 
 
  
  
Sonographie: 
Abdomen: _______________________________________________________________________ 
 
 ___________________________________________________________ 
 
 ___________________________________________________________ 
 
Zytologie: ___________________________________________________________ 
 
 ___________________________________________________________ 
 
 
Labor: EDTA  (rotes und weißes Blutbild, Thrombozyten von Hand)     
 Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Elphor, Urea, Crea, Gluc, Frukt, E-lyte, SGS, T4, FIV, FeLV)   
 Plasma/Serum für Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)  
 
 
Einschlußkriterien in die Studie 
 
Einverständnis des Besitzers? (klinische Studie, Operation, Nachuntersuchungen)?  ja nein  
Lebenserwartung von über 1 Jahr abgesehen von der Tumorerkrankung?   ja nein  
Tumor von klinischer Untersuchung ausgehend beurteilt in einer Sitzung operabel?   ja nein  
Tumor am Rumpf lokalisiert?   ja  nein  
 
 
Ausschlußkriterien aus der Studie 
 
Eröffnung einer Körperhöhle oder Amputation einer Gliedmaße bei der Operation nötig  ja nein  
Strahlen-, Chemo- oder Gentherapie in der Vergangenheit?   ja nein  
Behandlung mit Immunsuppressiva (z. B. Kortikosteroiden) in den letzten 6 Wochen?   ja nein  
Hinweise auf  Vorliegen von Metastasen des Fibrosarkoms?   ja nein  
Hinweise auf anderen malignen Tumor zur Zeit oder in der Anamnese?   ja nein  
Katze trächtig?   ja nein  
FeLV- oder FIV-Erkrankung                                                                                                                ja_nein  
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8.5       Erhebungsbogen für die Nachkontrollen außer d360 
 
 
 
 Name: ________________________________ 
 
 
 
 
 
Vorbericht Tag 2 bis Tag 3: 
  
 
  
 
  
 
 
Untersuchung Tag 3 (Entlassung) (Freitag) Datum: _______________ 
 
Klinische Untersuchung Tag 3 
 
Temperatur: ________________________________  Gewicht:____________________________ 
 
Allgemeinbefinden: ____________________________________________________________________ 
 
Verhalten: ____________________________________________________________________ 
 
Ernährungszustand: ________________________________  Pflegezustand:_______________________ 
 
Lymphknoten: Lnn. mandib.: _____________________  Lnn. popl.: __________________________ 
 
Kreislauf: SH: ___________________  KFZ: ______________ Hautturgor: ________________ 
 
 HF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
Atmung (adsp./ausk.): AF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
Abdomen: ____________________________________________________________________ 
 
Sonstiges: ____________________________________________________________________ 
 
 
  
Spezielle Untersuchung Tag 3 
 
Wundgebiet: __________________________________________________________________________ 
 
 __________________________________________________________________________ 
 
 __________________________________________________________________________ 
 
 __________________________________________________________________________ 
 
 __________________________________________________________________________ 
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Rezidiv  ja  nein 
 
 Wann aufgetreten? ____________________________________________________________ 
 
 Weiteres Vorgehen? ___________________________________________________________ 
 
 Nächster Nachuntersuchungstermin? ______________________________________________ 
 
 Weitere Maßnahmen? __________________________________________________________ 
 
  
   
Labor: EDTA   (rotes und weißes Blutbild, Thrombozyten von Hand)     
 Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc, E-lyte, SGS)   
 Plasma/Serum für Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)   
 
 
Sonstige Untersuchungen 
 
________________________________________________________________________ 
 
______________________________________________________________________________________ 
 
______________________________________________________________________________________ 
 
______________________________________________________________________________________ 
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8.6 Erhebungsbogen für die Abschlussuntersuchung 
 
 
 
 Name: ________________________________ 
 
 
 
 
Vorbericht Tag 270 bis Tag 360 
  
 
  
 
 
 
Untersuchung Tag 360 (Dienstag) Datum: _______________ 
 
Klinische Untersuchung Tag 360 
 
Temperatur:  ________________________________ Gewicht: ____________________________ 
 
Allgemeinbefinden: ____________________________________________________________________ 
 
Verhalten: ____________________________________________________________________ 
 
Lymphknoten: Lnn. mandib.: _____________________  Lnn. popl.: __________________________ 
 
Kreislauf: SH: ___________________  KFZ: ______________ Hautturgor: ________________ 
 
 HF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
Atmung (adsp./ausk.): AF: ___________________  Ausk.:________________________________________ 
 
Abdomen: ____________________________________________________________________ 
 
Sonstiges: ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
Spezielle Untersuchung Tag 360 
 
Wundgebiet und Umgebung: 
 
________________________________________________________________________ 
 
________________________________________________________________________ 
 
________________________________________________________________________ 
 
________________________________________________________________________ 
 
________________________________________________________________________ 
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 Name: ________________________________ 
 
 
 
 
Rezidiv  ja  nein 
 
 Wann aufgetreten? ____________________________________________________________ 
 
 Weiteres Vorgehen? ___________________________________________________________ 
 
 Nächster Nachuntersuchungstermin? ______________________________________________ 
 
 Weitere Maßnahmen? __________________________________________________________ 
 
  
Weiterführende Untersuchungen/Labor Tag 360 
  
Labor: EDTA   (rotes und weißes Blutbild, Thrombozyten von Hand)     
 Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc, E-lyte, SGS)   
 Plasma/Serum für Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)   
 
 
Röntgen: 
Thorax lat.-lat.: ____________________________________________________________________ 
 
 
(re. u. li. anliegend) ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
Thorax v/d: ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
Abdomen (lat.-lat.): ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
 ____________________________________________________________________ 
 
 
 
Sonographie: 
Abdomen: _________________________________________________________ 
 _________________________________________________________ 
 
 _________________________________________________________ 
 
Zytologie: 
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α Alpha 
α-SMA α-smooth-muscle-actin 
Abb. Abbildung 
β    Beta 
CTLA Cytototoxic T-cell antigen 
DMRIE 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-Dimethylhydroxyethyl-
ammoniumbromid 
DOTAP 1,2,Dioleoyloxy-3-Trimethylammoniumpropan 
FSA    Fibrosarkom 
Gy Gray 
HE Hämatoxylin-Eosin 
Ag Antigen 
APC Antigenpräsentierende-Zelle 
AP    Alkalische Phosphatase 
AST    Aspartat-Amino-Transferase 
BCG Bacillus Calmette-Guérin 
bFGF    Basic fibroblast growth factor 
BMP Bone morphogenic protein 
bzw.  Beziehungsweise  
Ca    Calcium 
CB1954   5-(aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid 
Cl Chlorid 
CMV Cytomegalievirus 
CTC-Tabelle Common Toxicity Criteria -Tabelle 
CTL    Zytotoxische T-Lymphozyten 
CTCAE Common terminology criteria for adverse events 
DC    Dentritische-Zelle 
DC-cholesterin 3β[N-(N`,N`-Dimethylamminoethan)carbamoyl]Cholesterin 
DNA Desoxyribonuclein acid 
DOPE Dioleoylphosphatidylethanolamin 
DOSPA 2,3dioleyloxy-N-[2-(spermin-carboxoamido)ethyl]-NN-
dimethyl-1propanaminium trifluoroacetat 
DOTMA 1,2-Dioleoyloxypropyl-3-Trimethylammoniumchlorid 
E. coli Escherichia coli 
EGF Epidermal growth factor 
ELISA Enzyme linked immunosorbent essay 
fe Feline/-r/-s 
IL-2 Interleukin-2 
IFN-γ Interferon-gamma 
FCS    Fetal calf serum 
FeLV    Felines Leukämivirus 
FeSV    Felines Sarkomvirus 
γ Gamma 
GAM    Gene activated matrix 
G-CSF   Granulozyten-Kolonie-Stimulierenden-Faktor  
GM-CSF Feliner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor 
Hb    Hämoglobin 
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Hkt Hämatokrit 
HLA Humanes Leukozyten Antigen 
IL-10 Interleukin 10 
HSA Humanes Serum Albumin 
hu Humane/-r/-s 
ICAM Intracellular adhesion molecule 
Ig Immunglobulin 
IP-10 Interferon  inducible protein of 10 kDa 
IU International Unit 
i.v. Intravenös 
KGW    Körpergewicht 
MDR1    Multi drug resistance Gen 1 
PenStrep   Penicillin/Streptomycin 
PMBC   Periphere mononuclear blood cells 
RT    Reverse Transkriptase 
SCID    Severe combinded immunodeficiency disease 
TCR T-Zell-Rezeptor 
K Kalium 
LAK Lymphokin-aktivierte Killerzelle 
LFA Lymphocyte function antigen 
LMU Ludwig-Maximilians-Universität 
LPS Lipopolysaccharide 
MCH    Mean corpuscular hemoblobin 
MCHC   Mean corpuscular hemoglobin concentration 
MCV    Mean corpuscular volume 
MHC Major histocompatibility complex 
Mm Musculi 
MTD Maximal tolerierte Dosis 
Na Natrium 
NCI National Cancer Institute 
NK Natürliche Killerzelle 
NKT Natürliche Killer T-Zelle 
NTR    Nitroreduktase 
KFZ Kapilläre Füllungszeit 
l/l Latero-lateral 
OP Operation 
P Phosphat 
PBL Perifere Blood Lymphocytes 
PDGF Patlet derived growth factor 
pDNA    Plasmid-DNA 
PEG    Polyethylenglycol 
PEI    Polyetylenimin 
PLL    Poly(L-)Lysin 
PTH    Parathormon 
RNA    Ribonuclein acid 
s.    Siehe 
T4    Thyroxin 
TAA Tumor-assoziierte Antigene 
TAP Transport associated with antigen processing  
TCGF T cell growth factor 
TGFβ Transforming growth factor β 
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TIL Tumorinfiltrierende-Lymphozyten 
TNF Tumornekrosefaktor 
TU Technische Universität 
V. Vena 
VAFSTF   Vaccine-Associated Feline Sarcoma Task Force  
v/d Ventro-dorsal 
Vergr. Vergrößerung 
 
Einheiten 
 
 
°C Grad Celsius 
cm Zentimeter 
d Tag  
dl Deziliter 
h Stunde 
KD Kilo Dalton 
µl Mikroliter 
% Prozent 
u.U. Unter Umständen 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
vs. Versus 
 
g Gramm 
kBp Kilobasenpaare 
mg Milligramm 
ml Milliliter 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
µg Mikrogramm 
µm Mikrometer 
pg Pikogramm 
sec. Sekunde 
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